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1.1  Stand der Forschung 
1.1.1 Die chronische Pankreatitis 
1.1.1.1 Epidemiologie  
Die chronische Pankreatitis (CP) ist eine progredient fortschreitende Erkrankung, die das 
Pankreas irreversibel schädigt und zur Pankreas-Fibrose führt. Diese Prozesse können 
sowohl zu einer exokrinen als auch zu einer endokrinen Pankreas-Insuffizienz beitragen.  
In Deutschland erkranken jährlich 6-7/100000 Menschen neu an der CP, wobei der 
Erkrankungsgipfel mit 45 – 54 Jahren etwa 10 Jahre nach dem der akuten Pankreatitis liegt. 
Dies legt nahe, dass aus einer akuten Pankreatitis eine chronische Pankreatitis hervorgehen 
kann (Lankisch et al., 2002). Jedoch unterscheidet sich der Altersgipfel der CP stark in 
Abhängigkeit von der Ätiologie der Erkrankung (Witt et al., 2007). Insgesamt sind Männer 
mindestens zweimal so häufig von der CP betroffen wie Frauen (Levy et al., 2014).  
1.1.1.2 Ätiologie 
Die Ursache für die Entwicklung einer CP ist oft multifaktoriell. Die TIGAR-O-Klassifikation 
stellt die Risikofaktoren zur Entstehung einer CP zusammen. Hier wird zwischen toxisch-
metabolischen, idiopathischen, genetischen, autoimmunen, rezidivierend auftretenden akuten 
Pankreatiden und obstruktiven Ursachen unterschieden (Etemab et al., 2001). Übermäßiger 
Alkoholkonsum ist mit 44,5% die häufigste Ursache für die Entstehung einer CP (Coté et al., 
2011), wobei schon 13,5 g Alkohol pro Tag als Risikofaktor für die Entwicklung einer CP 
diskutiert werden (Di Leo et al., 2017). Auch Tabakkonsum wirkt sich negativ auf die 
Entwicklung einer CP aus. Rauchen wirkt Prognose-verschlechternd und fördert eine frühe 
Manifestation der Erkrankung (Maisonneuve et al., 2005).  Oftmals gehen alkoholbedingte 
chronische Pankreatiden mit einem zusätzlichen genetischen Defekt einher, der mit der 
Entstehung der CP assoziiert ist (Di Leo et al., 2017), sodass Alkohol als alleinige Ursache 
einer CP viel seltener auftritt als früher vermutet (Coté et al., 2011).  
Als Auslöser der genetisch bedingten CP wird das PRSS1-Gen betrachtet, das für das 
kationische Trypsinogen kodiert (Whitcomb et al, 1996). Mutationen im PRSS1-Gen, die einen 
Basenaustausch von Histidin anstelle von Arginin bedingen (Etemad et al., 2001), können zu 
einer erhöhten Trypsinogen-Aktivierung innerhalb des Pankreas und somit zur Autodigestion 
führen (Witt et al., 2007). Menschen mit diesem Gendefekt besitzen ein mehr als 1000-fach 
höheres relatives Risiko, eine CP zu entwickeln, als solche ohne jegliche Risikofaktoren 
(Mössner et al., 2010) 
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Mutationen in CFTR-, PRSS2-, CTRB- und SPINK1-Genen gelten auch als Risikofaktoren für 
eine CP, wobei das relative Risiko hier deutlich geringer als bei einem PRSS1-Gendefekt ist 
(ebd.). SPINK1 hemmt die Trypsinogen-Aktivierung (Brock et al., 2013), sodass 
Veränderungen im SPINK1-Gen ebenfalls eine Autodigestion des Pankreas fördern und somit 
als Risikofaktor zur Pathogenese der CP herangezogen werden können (Pfützer et al., 2000). 
Bei den idiopathischen chronischen Pankreatiden, die mit knapp 40% am zweithäufigsten als 
Auslöser der CP auftreten (Coté et al., 2011), unterscheidet man anhand des 
Manifestationsalters der CP zwischen einer early-onset Form (Manifestation um das 23. 
Lebensjahr) und einer late-onset Form (Manifestation um das 62. Lebensjahr) (Witt et al., 
2007), wobei sich beide Formen auch anhand der Schmerzquantität und der 
Pankreasdestruktion differenzieren lassen (Layer et. al, 1994). 
Jedoch wird die Diagnose idiopathische CP inzwischen seltener gestellt, da früher als 
idiopathische CP klassifizierte Erkrankungen heute, aufgrund  verbesserter genetischer 
Methoden und deren Anwendung, als genetisch bedingte Pankreatiden erkannt und beurteilt 
werden (Raphael et al., 2016).  
1.1.1.3 Pathophysiologie 
Wiederholt dargebotene pathologische Stimuli, wie beispielsweise Ethanol, rufen im Pankreas 
eine chronische Entzündung mit Gewebsnekrosen hervor. Dieses nekrotische Gewebe wird 
infolge von Umbauprozessen zu bindegewebigem Narbengewebe umgebaut, was Klöppel et 
al., 1992 als Nekrose-Fibrose-Sequenz bezeichneten. Dieses nun entstandene Bindegewebe 
kann nicht mehr abgebaut werden und führt zur irreversiblen Pankreas-Fibrose, die durch 
Gangobstruktionen und Konkrementbildung weiterhin zur Abflussbehinderung beitragen kann. 
Ab einem bestimmten Punkt schreitet dieser Prozess sogar nach Beseitigung der auslösenden 
Noxe voran, was zu einer Progredienz der Pankreas-Fibrose führt. 
1.1.1.4. Diagnostik 
Zur Diagnostik der CP wird ein schrittweises Vorgehen nach dem STEP-Schema (survey, 
tomographie, endoscopy, pancreas function) empfohlen. Hierbei werden invasivitätssteigernd 
zunächst klinische Symptome erfragt, eine körperliche Untersuchung vorgenommen und 
Blutwerte ausgewertet, bevor in einem zweiten Schritt eine CT-Aufnahme angefertigt werden 
kann. Die Endosonografie (EUS) und Pankreasfunktionstests  können als weitere Diagnostika 
eingesetzt werden (Conwell et al., 2014).  
1.1.1.5 Klinik, Therapie und Komplikationen 
Patienten mit CP klagen oft über einen Oberbauchschmerz, der gürtelförmig in den Rücken 
ausstrahlen kann und einen hohen Leidensdruck bedingt. Eine Steatorrhoe ist ein Symptom, 
das auf der exokrinen Insuffizienz des Pankreas fußt und erst bei einer Lipase-Konzentration 
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unter 10% des Normwertes auftritt (Dimagno et al., 1973). Darüber hinaus weisen ein 
Gewichtsverlust und ein Mangel an fettlöslichen Vitaminen mit Symptomen wie Osteomalazie 
(Vitamin D), Nachtblindheit (Vitamin A) und Gerinnungsstörungen (Vitamin K) auf eine 
Malabsorption hin. Zeichen der endokrinen Insuffizienz ist ein Diabetes mellitus Typ 3c, der 
regelhaft, aber erst spät, im Krankheitsverlauf auftritt (Mössner et al., 2010). 
Im Vordergrund der Therapie der CP steht die adäquate Schmerzbehandlung und die damit 
einhergehende Wiederherstellung der Lebensqualität der Patienten (Issa et al., 2013). Diese 
interdisziplinäre Herausforderung sollte priorisiert werden und bei konservativem 
Therapieversagen eine chirurgische Intervention erfolgen, die einem endoskopischen 
Vorgehen überlegen scheint (D´Haese et al., 2014).  
Auch eine Mangelernährung, die auf Malabsorptionsprozessen infolge der exokrinen 
Insuffizienz und einem gesteigerten Stoffwechsel aufgrund der schweren Erkrankung fußt, 
sollte behandelt werden (Rasmussen et al., 2013). Hier sollten vor allem Pankreasenzyme 
substituiert werden, die auch helfen können, einen Mangel an fettlöslichen Vitaminen (Ewald 
et al., 2013) und eine Steatorrhoe zu verhindern. Zwischen 30% und 60% aller an CP 
erkrankten Patienten entwickeln Komplikationen, die einer Intervention bedürfen (Mayerle et 
al., 2013). Zur Behandlung von Verlegungen des Pankreasganges empfiehlt die European 
Society of Gastrointestinal Endoscopy (ESGE) (Dumonceau et al., 2012) eine endoskopische 
Stentimplantation mit Wechsel innerhalb eines Jahres. Pseudozysten sollten endoskopisch 
oder chirurgisch drainiert, chirurgisch reseziert oder laparoskopisch anastomisiert werden. 
Hierbei wird eine individuelle Abwägung in Bezug auf das Therapieverfahren empfohlen (Lerch 
et al., 2009).  
Eine gefürchtete Komplikation der CP ist das Pankreaskarzinom, welches bei 13,3% aller 
Patienten mit chronischer Pankreatitis auftritt. Dabei vergehen etwa zehn bis zwanzig Jahre 
zwischen der Inzidenz der CP und der malignen Entartung (Raimondi et al., 2010). 
 
1.1.2 Das Pankreaskarzinom 
1.1.2.1 Epidemiologie 
Das Adenokarzinom, im weiteren Pankreaskarzinom (PK), des Pankreas ist mit über 95% die 
häufigste bösartige Neubildung des Pankreas, die auf malignen Entartungen des exokrinen 
Anteils fußt. Die 5-Jahres-Überlebensrate in den Vereinigten Staaten ist mit knapp über 8% 
sehr gering (U.S. National Cancer Institute; Suveillance, Epidemiology and End Results 
Program (SEER)). Dies liegt daran, dass das PK oft, aufgrund mangelnder oder unspezifischer 
Symptome, erst im Spätstadium diagnostiziert wird. Somit haben Patienten, die unter einem 
PK leiden, die niedrigste Überlebensrate aller an bösartigen Neubildungen erkrankten 
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Personen in Deutschland. Obwohl die Inzidenz des PK mit 17130 Menschen im Jahr 2014 
eher gering war, ist diese Form der bösartigen Neoplasie, aufgrund der hohen Mortalität von 
16615 Menschen, die vierthäufigste Todesursache unter allen Krebserkrankungen in 
Deutschland (Krebs in Deutschland 2013/2014, Robert Koch Institut). Insgesamt erkranken 
etwa 30% mehr Männer am PK als Frauen (Shaib et al., 2006). 
1.1.2.2 Ätiologie  
Die Ursache des PK ist oft multifaktoriell. Dennoch werden einige Risikofaktoren als 
vordergründig für die Entstehung des PK angesehen. So steht ein erhöhter Body Mass Index 
in Zusammenhang mit einem erhöhten Risiko für die Genese eines PK, wobei das Risiko in 
Abhängigkeit des Grades des Übergewichts zunimmt. Bei adipösen Patienten manifestiert sich 
die Erkrankung früher und die Überlebensrate ist geringer (Li et al., 2009). Auch Tabakkonsum 
gehört zu den Risikofaktoren, die ein PK begünstigen. Auch hier nimmt die Wahrscheinlichkeit 
der Erkrankung mit dem Ausmaß des Konsums zu (Bosetti et al., 2012). Auch ein Diabetes 
mellitus gilt als Risikofaktor für das Auftreten eines PK, wobei ein möglicher Zusammenhang 
dadurch begründet wird, dass Patienten mit einem erst kürzlich diagnostizierten Diabetes 
mellitus eine um 50% höhere Wahrscheinlichkeit haben, ein PK zu entwickeln als solche 
Patienten, die schon lange an dieser Erkrankung leiden (Huxley et al., 2005). Obwohl 
Alkoholkonsum oft als Risikofaktor für das PK diskutiert wird, führen erst 30 g Alkohol pro Tag 
zu einer moderaten Risikoerhöhung, sodass Alkohol direkt nur ein unwesentlicher Faktor in 
der Entstehung des PK ist (Genkinger et al., 2009). Das PK gehört zu den gefürchteten 
Komplikationen der CP, sodass auch die CP, und damit indirekt auch der Alkoholgenuss, als 
Risikofaktor für ein PK aufgeführt werden muss (Talamini et al., 1999). Schon im Jahre 1960 
stellten Aird et al. ein erhöhtes Auftreten des PK in Abhängigkeit der Blutgruppe fest. So wurde 
herausgearbeitet, dass vor allem Menschen mit der Blutgruppe A eine Prädisposition für das 
PK haben. Patienten, die unter den autosomal-dominant vererbten Krankheiten des Peutz-
Jeghers-Syndroms (Hearle et al., 2006) und der familiären adenomatösen Polyposis 
(Giardiello et al., 1993) leiden, haben ebenfalls ein erhöhtes Risiko, an einem PK zu erkranken. 
Die oben genannten Risikofaktoren können zu Genveränderungen führen, die in 
unterschiedlichem Ausmaß und Schweregrad in 97% aller PK nachgewiesen werden können. 
Dabei dominieren Mutationen im KRAS-Gen mit einer Frequenz von 70%-95%, im TP53-Gen 
in 20%-76% der Fälle, im CDKN2-Gen mit einer Wahrscheinlichkeit von 49%-98% und im 
SMAD4-Gen mit einer Frequenz von 19%-50% (Cicenas et al., 2017). Weniger häufig können 
Mutationen im BRCA1 (6,6%-14%) und BRCA2 (3,6%-7,5%) nachgewiesen werden (ebd.). 
Alle genannten Gene sind zentral an der Regulation von Signaltransduktions-Prozessen, von 
Wachstumsfaktoren, der Apoptose und der Zellteilung beteiligt.  




Die Entstehung des PK ist ein schrittweiser Prozess, der häufig mit der Ausbildung von 
pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN) beginnt. Solche PanINs sind eine 
mikroskopische Diagnose und durch flache oder papilläre, nicht invasiv wachsende, epitheliale 
Neubildungen innerhalb der Pankreasgänge gekennzeichnet. Die Zellen sind Muzin-reich 
sowie  atypischer Morphe. PanINs werden in drei mikroskopische Ausprägungsgrade 
unterteilt, wobei sich lediglich Typ 3 unmittelbar zum invasiven Karzinom entwickeln kann 
(Hruban et al., 2004). Als Auslöser dieser PanINs werden Punktmutationen im KRAS-
Onkogen, einem wichtigen Regulator von Signaltransduktions- und Wachstumsprozessen, 
diskutiert (Hingorani et al., 2003). Dabei stehen vor allem Punktmutationen im Codon 12 des 
KRAS-Gens im Vordergrund. In 49% aller Mutationen wird die Purin-Base Guanin für Adenin 
ausgetauscht, in 39% Guanin für Thymin und in 12% Guanin für Cytosin (Hruban et al., 1993). 
Löhr et al. stellten 2005 fest, dass die Anzahl der KRAS-Mutationen in Abhängigkeit des 
Schweregrades der PanINs steigt. Waren in PanIN 1a Läsionen gerade einmal 36% aller 
Zellen mutiert, so wiesen 86% aller Zellen in PanIN 2 oder 3 Läsionen Punktmutationen im 
KRAS-Onkogen auf.  
Rauchen erhöht die Wahrscheinlichkeit von KRAS-Mutationen in Zusammenhang mit einem 
PK. Während Patienten mit PK, die nie geraucht haben, lediglich in 68% aller Zellen KRAS-
Mutationen aufwiesen, konnten bei Rauchern in Abhängigkeit der Intensität des Rauchens 
KRAS-Mutationen in 80% aller Zellen nachgewiesen werden (Hruban et al., 1993).  
1.1.2.4 Diagnostik 
Aufgrund der unspezifischen Symptome des PK ist es oft schwierig zu entscheiden, bei 
welchen Symptomen eine Abklärung des PK erfolgen sollte. Die S3-Leitlinie Exokrines 
Pankreaskarzinom von 2013 empfiehlt diagnostische Untersuchungen im Hinblick auf ein PK 
bei neu aufgetretenen Oberbauch- oder Rückenschmerzen, schmerzlosem Ikterus und 
erstmalig aufgetretener akuter Pankreatitis. Zur Abklärung des PK werden die 
Oberbauchsonografie, die Endosonografie, CT- und MRCP-Untersuchungen angewendet. Um 
die Ausdehnung des Tumors zu bewerten, haben sich die Endosonografie und die 
Multidetektor-CT bewährt. Zum Staging des PK gehören die Abdomensonografie, die 
Multidetektor-CT und ein Röntgen-Thorax zum Standard. 
1.1.2.5 Klinik und Therapie 
Die klinischen Symptome des PK sind sehr unspezifisch, was eine frühzeitige Diagnose 
erschwert und dazu beiträgt, dass das PK oft erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert 
wird. Schmidt-Hansen et al., 2016 untersuchten in einer Meta-Analyse das Risiko eines PK in 
Abhängigkeit der Symptome der Patienten, die mit dem PK in Verbindung gebracht werden. 
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Hier konnte festgestellt werden, dass Patienten, die sich mit einem Ikterus vorstellten, ein um 
4% erhöhtes Risiko aufwiesen, ein PK zu haben. Weitere Symptome, die auf ein PK hinweisen 
könnten, wie Bauchschmerzen, Leberfunktionsstörungen, erhöhte Entzündungsparameter, 
auffällige Laborparameter und ungewollter Gewichtsverlust, korrelieren weniger stark mit der 
Diagnose PK.  
Da das PK oft erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird, ist eine kurative 
Behandlung durch eine in toto Resektion des Karzinoms oft nicht mehr möglich. Dennoch kann 
bei Patienten ohne Fernmetastasen und mit grenzwertig resektablen Neubildungen eine 
neoadjuvante Radiochemotherapie versucht werden, um  nach Down-Staging eine 
anschließende kurative R0-Resektion des PK in Erwägung zu ziehen (Hüser et al., 2010). Die 
R0-Resektion des Tumors ist die einzige kurative Therapieoption des PK. Laut S3-Leitlinie des 
exokrinen Pankreaskarzinom von 2013 stellt eine Tumorinfiltration des Truncus coeliacus 
und/oder der Arteria mesenterica superior ein Ausschlusskriterium für eine Pankreasresektion 
dar. Dies gilt nicht für einen Befall der anatomisch dicht liegenden venösen Gefäße der Venae 
portae, mesenterica superior und lienalis. Das Resektionsverfahren unterscheidet sich in 
Abhängigkeit der Lokalisation des Tumors, wobei in jedem Fall mindestens zehn regionäre 
Lymphknoten reseziert werden sollten. Im Anschluss an eine R0-Resektion sollte 
leitliniengerecht eine adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabin oder 5´-Fluoruracil/Folinsäure 
für sechs Monate durchgeführt werden. Gleiches gilt für eine additive Chemotherapie infolge 
einer R1-Resektion. 
Lokal fortgeschrittene und/oder metastasierte PK werden im Rahmen der Palliation, gemäß 
oben genannter Leitlinie, chemotherapiert und supportiv behandelt. Dieses Vorgehen hat sich 
gegenüber der alleinigen supportiven Therapie als überlegen gezeigt. Hier gilt Gemcitabin 
ebenfalls als Mittel der ersten Wahl, wobei eine Kombination dieses Medikaments mit dem 
EGF-Rezeptortyrosinkinaseinhibitor Erlotinib beim metastasierten PK probiert werden kann. 
Patienten in einem guten Allgemeinzustand können auch mit dem Chemotherapeutikum 
FOLFIRINOX, einem Präparat aus Oxaliplatin, Irinotecan, Leucovirin und 5´-Fluoruracil, 
therapiert werden. Auch die Kombinationstherapie mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel sollte 
als palliative Therapieoption in Erwägung gezogen werden (Kang et al., 2018).  
Palliative Behandlungskonzepte beinhalten außerdem die Therapie von Obstruktionen der 
Gallenwege und des Duodenums. Hier stehen endoskopische Stentanlagen und operative 
Bypassoperationen zur Verfügung, die nach individueller Evaluation ausgewählt und 
eingesetzt werden.  
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1.1.3 Die Rolle pankreatischer Sternzellen bei der Fibrogenese 
1.1.3.1 Erstbeschreibung und Begriffsprägung 
Im Vordergrund der chronischen Pankreatitis und des Pankreaskarzinoms steht der 
bindegewebige Umbau des Pankreas. Für diese Fibrogenese sind vor allem pankreatische 
Sternzellen (PSZ) verantwortlich. Diese wurden im Jahre 1984 von Watari et al. als Vitamin A-
speichernde Zellen erstmalig beschrieben. Eine erste Isolierung und Charakterisierung dieses 
Zelltyps gelang Apte et al. und Bachem et. al im Jahre 1998. Zur Isolierung machte sich die 
Forschungsgruppe um Minoti Apte den hohen Anteil an Lipidtröpfchen innerhalb des 
Zytoplasmas der PSZ zunutze, was eine geringere Dichte dieser Zellen im Vergleich zu 
anderen Zellen des Pankreas begründete. So konnten die PSZ, mittels 
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen, aufgereinigt werden. Bachem et al. gewannen die 
Zellen hingegen mit der sogenannten Auswachs-Methode aus kultivierten pankreatischen 
Gewebestückchen.   
Beide Forschungsgruppen beschrieben die Zellen morphologisch in Analogie zu hepatischen 
Sternzellen, was die Begriffsprägung als PSZ erklärt.  
Apte et al. zeigten, dass etwa 4% aller Pankreaszellen als PSZ klassifiziert werden können, 
die vor allem im Stroma vorkommen. Dabei zeichnen sich die PSZ durch Vitamin A-haltige 
Lipidtröpfchen sowie das Vorhandensein der Intermediärfilamente Desmin und des glial 
fibrillary acidic proteins (GFAP) aus. Des Weiteren wurde postuliert, dass sich PSZ gut 
kultivieren lassen und diese auch nach 24-stündiger Kultivierung noch keine alpha-smooth 
muscle actin (α-SMA)-Filamente aufweisen. 
1.1.3.2 Charakteristika von PSZ im ruhenden Zustand 
Weiterführende Forschungen konnten zeigen, dass PSZ im gesunden Pankreas maßgeblich 
für das Gleichgewicht der Extrazellularmatrix (EZM) verantwortlich sind. So exprimieren PSZ 
sowohl Matrix-Metalloproteasen (MMPs) als auch deren Inhibitoren (tissue inhibitor of 
metalloproteasen (TIMPs)) (Phillips et al., 2003). Im physiologischen Zustand werden die PSZ 
auch als ruhende PSZ bezeichnet, was daran liegt, dass PSZ in diesem Zustand kaum 
proliferieren, nur selten in andere Gewebe migrieren und insgesamt wenig EZM produzieren 
(Apte et al., 2012). Auch die eingangs erwähnte Eigenschaft der Vitamin A-Speicherung in 
Lipidtröpfchen ist ein Charakteristikum für ruhende PSZ. Die Ausbildung der Lipidtröpfchen ist, 
so zeigten Kim et al., 2009, albuminabhängig, sodass die Ausprägung der Lipidtröpfchen im 
Zytoplasma der PSZ durch Albumin getriggert werden kann.  
Darüber hinaus werden PSZ auch Funktionen in der Immunmodulation zugeschrieben. PSZ 
exprimieren mehrere toll like-receptors (TLR) auf der Zelloberfläche, die verschiedene 
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) erkennen und über unterschiedliche 
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Signalkaskaden Chemokine freisetzen können. Des Weiteren sind PSZ sowohl zur Endo- als 
auch zur Phagozytose fähig (Masamune et al., 2008). Allerdings exprimieren PSZ keine major 
histocompatibility complex-ІІ (MHC-ІІ)-Moleküle, sodass eine Funktion als Antigen-
präsentierende Zellen innerhalb der adaptiven Immunantwort ausgeschlossen werden kann 
(Shimizu et al., 2012).  
Auch werden PSZ Stammzelleigenschaften nachgesagt. So konnten Mato et al. im Jahre 2009 
zeigen, dass sich PSZ zu Insulin-produzierenden Zellen differenzieren können. Außerdem 
wiesen sie die Expression des ATP-binding cassette sub-family G2 (ABCG2)-Transporters als 
Charakteristikum von Zellen mit Stammzelleigenschaften nach.  
Zudem wird diskutiert, ob und inwieweit PSZ zur Enzym-Sekretion der Azinuszellen des 
Pankreas beitragen. So wurde gezeigt, dass PSZ Cholecystokinin (CCK)-Rezeptoren und alle 
wichtigen Elemente zur Produktion und Freisetzung von Acetylcholin besitzen, sodass bei 
Aktivierung der CCK-Rezeptoren Acetycholin freigesetzt wird, das innerhalb der Azini die 
Freisetzung von Amylase fördert (Phillips et al., 2010). Sherman et al., 2014 wiesen nach, 
dass PSZ Vitamin D-Rezeptor (VDR)-positiv sind (1.1.4.3). 
1.1.3.3 Aktivierungsmechanismen von PSZ und deren Folgen 
Aktivierte PSZ zeichnen sich durch sog. Aktivierungsparameter aus. Dazu gehören 
Zellproliferation, α-SMA-Expression, Produktion von EZM, Ungleichgewicht der EZM durch 
vermehrte MMP-Expression, Verlust der Vitamin A-speichernden Lipidtröpfchen, 
Migrationsprozesse der PSZ, Zytokinfreisetzung und vermehrte Kontraktilität der PSZ (Apte et 
al., 2012). Diese Aktivierungsvorgänge lassen sich zum einen in vitro nachvollziehen, indem 
man PSZ für mindestens 48 Stunden kultiviert (Apte et al., 2012), zum anderen aber auch 
durch nachfolgende Faktoren in vivo herbeiführen: Alkohol und dessen Abbauprodukt 
Acetaldehyd triggern innerhalb der PSZ die Aktivierung aller drei Subfamilien (ERK 1/2, JNK, 
p38-Kinase) des MAPK-Signalwegs, was zur Aktivierung der PSZ führt (McCarroll et al., 2003). 
Weiter sind Zytokine, die infolge chronischer Pankreatiden ausgeschüttet werden, in der Lage, 
PSZ zu aktivieren. Dazu gehören der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α), die Interleukine-1, -
6 und -10 (IL-1, IL-6 und IL-10) (Mews et al., 2002). Auch die Zytokine transforming growth 
factor-beta (TGF-β) und plateled derived growth factor (PDGF) sind dosisabhängige 
Aktivatoren der PSZ (Apte et al., 1999). Dabei stimuliert PDGF die PSZ vor allem über eine 
Aktivierung des ERK 1/2-Signalwegs, während TGF-β vordergründig den Transkriptionsfaktor 
SMAD2 hochreguliert (Jaster et al., 2002). Nakamura et al. zeigten 2011, dass eine Aktivierung 
der PSZ auch durch Ansteuerung des TLR-9 durch Bakterien erzielt werden kann. Die 
Aktivierung der PSZ erfolgt hier wiederum über den ERK 1/2-Signalweg der MAPK-Familie 
und zieht eine Beeinflussung des Transkriptionsfaktors NF-κB nach sich. Auch mononukleäre 
Zellen des Blutes, wie Lymphozyten und Monozyten, scheinen im Stande zu sein, über eine 
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Zytokinfreisetzung eine Aktivierung von PSZ zu generieren (Michalski et al., 2007). Des 
Weiteren sorgen auch hohe Glucose-Spiegel dafür, dass PSZ aktiviert werden.  
Ausgelöst durch eine PKC- und p38-Kinasen-Aktivierung, proliferieren die PSZ, bilden 
vermehrt α-SMA-Fibrillen und synthetisieren in gesteigertem Maße Kollagen-Moleküle 
(Nomiyama et al., 2007). Auch führt eine Ansteuerung der CCK-Rezeptoren der PSZ durch 
die physiologischen Stimuli CCK und Gastrin zur Aktivierung der PSZ. Dabei werden wiederum 
vor allem die profibrotischen Signalwege AKT und ERK 1/2 bedient (Berna et al., 2010). 
Die eben beschriebenen Auslöser aktivieren die PSZ, indem sie über unterschiedliche Wege 
vor allem den profibrotischen Signalweg ERK 1/2 und die Transkriptionsfaktoren NF-κB und 
SMAD 2/3 aktivieren. Die dadurch vermehrt freigesetzten proinflammatorischen und 
profibrotischen Zytokine wirken nun sowohl auf andere Zellen als auch autokrin, was eine 
permanente Aktivierung der PSZ fördert (Aoki et al., 2006, 2007; Ohnishi et al., 2004; 
McCarroll et al., 2004; Jonitz et al., 2009; Uchida et al., 2013, 2014; Karger et al., 2008). Der 
Aktivierungsprozess der PSZ und die Charakteristika ruhender und aktivierter PSZ sind in Abb. 
1.1 zusammenfassend dargestellt.  
Darüber hinaus lohnt es, einen Blick auf die Expression von microRNAs als Regulatoren der 
posttranskriptionellen Genexpression zu werfen. So zeigten Masamune et al., 2014, dass 
verschiedene microRNAs innerhalb des Aktivierungsprozesses der PSZ sowohl Up- als auch 
Down-reguliert werden. Interessanterweise konnten Veränderungen innerhalb der microRNAs 
auf den Ebenen der Signalkaskaden von p38-Kinase und ERK 1/2 sowie der 
Transkriptionsfaktoren SMAD 2/3 festgestellt werden.  
Dass microRNAs eine wichtige Rolle im Aktivierungsprozess der PSZ spielen können, stellten 
Shen et al., 2012 fest, indem sie eine Down-Regulation der microRNA 15b und 16 in aktivierten 
PSZ nachwiesen. Diese microRNA-Moleküle sind an der posttranskriptionellen Modifikation 
des Bcl-2-Proteins, eines wichtigen Regulators der Apoptose, beteiligt. Das Bcl-2-Protein 
wurde in der Folge der verminderten Expression der microRNAs vermehrt exprimiert, was eine 
verminderte Apoptose-Rate der aktivierten PSZ zur Folge hatte.  Die Induktion der microRNA 
15b und 16 kann demnach die Apoptose-Rate der PSZ fördern und die Proliferation hemmen.  
 





Abb. 1.1: Aktivierung ruhender PSZ 
Ruhende PSZ werden durch verschiedene Zytokine, Alkohol, dessen Derivate und oxidativen Stress 
aktiviert. Aktivierte PSZ verlieren ihre Lipidtröpfchen, synthetisieren viele α-SMA-Fibrillen, die die PSZ 
zur Motilität und Kontraktion befähigen, proliferieren stark, bilden zahlreiche EZM-Proteine und setzen 
Zytokine und Wachstumsfaktoren frei, die sowohl parakrin als auch autokrin wirken können.  
aus StellaTUM: current consensus and discussion on pancreatic stellate cell research, Erkan et al., Gut 
2012; 61: 172 – 178, © 2011 mit Genehmigung der BJM Publishing Group Ltd.  
 
Eine kontrollierte und begrenzte Aktivierung der PSZ ist im Sinne einer Wundheilung 
physiologisch. Eine permanente und überschießende Aktivierung der PSZ im Rahmen einer 
CP oder eines PK führt zur Pankreasfibrose und wird durch das Ausbleiben der Hemmung, 
Apoptose oder Seneszenz der aktivierten PSZ begründet. Fitzner et al., 2012 prägten den 
Begriff der Seneszenz als neuen Faktor der Beendigung der PSZ-Aktivierung. Seneszente 
PSZ prägen nur noch im geringen Maße α-SMA-Fasern aus und sind empfindlich für Zytolyse.  
PSZ werden durch die massive Freisetzung von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und 
oxidativen Stress sowie durch die Noxen Ethanol und dessen Abbauprodukt Acetaldehyd beim 
Krankheitsbild der chronischen Pankreatitis aktiviert. Die durch die PSZ-Aktivierung 
gesteigerte Synthese von EZM-Proteinen triggert die Bildung der Fibrose (Erkan et al., 2012). 
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1.1.3.4 Interaktion zwischen PSZ und Tumorzellen  
Die gegenseitige Beeinflussung von PSZ und Tumorzellen innerhalb des PK spielt eine 
wichtige Rolle bei Therapieüberlegungen und neuen Forschungsansätzen. 
Vonlaufen et al., 2008 zeigten, dass PSZ von Tumorzellen aktiviert und rekrutiert werden, um 
in der Folge die Progression des Tumors zu fördern. So sorgten PSZ für eine Vergrößerung 
des Tumors, induzierten die Bildung von regionalen und Fernmetastasen und regten die 
Tumorzellen zur Proliferation an. Die Induktion der Proliferation, Migration und verminderten 
Apoptose der Tumorzellen durch PSZ, so postulierte die Forschungsgruppe weiter, ist dabei 
PDGF-abhängig.  
Hwang et al., 2008 bestätigten die Tumor-vergrößernde und Metastasen-fördernde Wirkung 
der PSZ in Gegenwart von Tumorzellen. Des Weiteren zeigten sie, dass das 
Chemotherapeutikum Gemcitabin und eine Radiochemotherapie auf Tumoren, die neben 
Tumorzellen auch PSZ aufwiesen, geringere Effekte hatten als auf Tumoren ohne PSZ. 
Ein wichtiger Faktor in der Interaktion zwischen Tumor und PSZ ist dabei das Protein Periostin. 
Dieses Protein wird von PSZ freigesetzt, wobei die Freisetzung von Tumorzellen induziert wird. 
In der Folge wirkt Periostin autokrin auf die PSZ, indem die α-SMA-, die Kollagen-1-, die 
Fibronectin- und die TGF-β1-Synthese gesteigert wird (Erkan et al., 2007). Neben diesen 
profibrotischen Effekten sorgt Periostin außerdem für eine Vergrößerung des Tumorgewebes 
und wirkt supportiv auf die Umgebung des Tumors ein, indem die Resistenz der Tumorzellen 
gegenüber Hypoxie und eine Minderversorgung durch Nährstoffe induziert werden (ebd.).  
Masamune et al., 2008 untersuchten den Einfluss von Sauerstoff auf PSZ. Dabei behandelten 
sie PSZ unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Unter Hypoxie wurden die PSZ 
aktiviert und schütteten sowohl profibrotische Proteine wie Kollagen-1 als auch 
proangiogenetische Faktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor) aus, um der 
Hypoxie entgegenzuwirken. Diese Entdeckungen bestätigten Erkan et al., 2009 mit 
Einschränkungen. So zeigten sie ebenfalls, dass PSZ unter hypoxischen Bedingungen 
Angiogenese-fördernde Faktoren synthetisierten. In Gegenwart von Tumorzellen wurde diese 
Angiogenese-fördernde Wirkung wieder relativiert. Zwar induzieren Tumorzellen die VEGF-
Synthese innerhalb der PSZ, jedoch regen PSZ bei Hypoxie die Tumorzellen zur 
Endostatinsynthese an. Endostatin inhibiert die Anigogenese, sodass das Endothel-
Wachstum in PSZ und Tumorzell-positiven Bereichen eher gehemmt als gefördert wird.  
Dies begründet unter anderem die schlechte Durchblutung der Tumoren und die damit 
einhergehende Chemoresistenz des PK. 
1.1.3.5 Stromadepletion und Stromamodulation als Therapieansätze 
Infolge der Erkenntnisse, dass die PSZ im Stroma die Tumorzellen des PK zur Proliferation 
anregen, Chemoresistenzen vermitteln, die Metastasierung des Tumors fördern, aber 
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andererseits auch durch die Tumorzellen aktiviert und unterhalten werden, wurde vermehrt 
versucht, Möglichkeiten zu finden, um dieser Interaktion vorzubeugen.  
Dabei stand vor allem das durch aktivierte PSZ vermehrt produzierte Stroma im Vordergrund 
experimenteller Ansätze. Olive et al., 2009 zeigten, dass nach einer Depletion des Stromas 
die Vaskularität des Tumorgewebes maßgeblich gefördert wurde und so eine Anflutung des 
Chemotherapeutikums Gemcitabin verbessert werden konnte. Die Stromadepletion wurde 
durch eine Hemmung des sonic hedgehoc (SHH)-Signalwegs in den Tumorzellen induziert. 
Provenzano et al., 2012 bestätigten diese Erkenntnisse, indem sie die Hyaluronsäure als 
Hauptbestandteil der EZM des Stromas identifizierten, die Hyaluronsäure durch enzymatische 
Spaltung eliminierten und zeigten, dass infolge des verminderten Stromas eine verbesserte 
Durchblutung des Tumors erfolgte.  
Auch Jacobetz et al., 2013 konnten eine Verbesserung der Tumorvaskularität in Folge einer 
Depletion der Hyaluronsäure bestätigen, was zu einem verlängerten Überleben und 
verminderten Tumorwachstum unter der Therapie mit dem Chemotherapeutikum Gemcitabin 
führte.  
Dass eine solche Depletion des Stromas nicht nur hemmende Effekte auf die Progression des 
PK hat, postulierten Özdemir et al., 2014. Sie entwarfen ein transgenes Mausmodell, um α-
SMA-positive Myofibroblasten, also aktivierte PSZ, in an PK erkrankten Mäusen 
auszuschalten. Diese genetisch manipulierten Mäuse sprachen unerwartet schlechter auf eine 
Therapie mit Gemcitabin an und verstarben dementsprechend schneller.  
Vor einer unreflektierten Suppression des SHH-Signalwegs in Tumorzellen zur 
Stromadepletion warnten Rhim et al., 2014. Zwar konnten sie bestätigen, dass unter einer 
Inhibierung des SHH-Signalwegs die Masse des Stromas abnahm, was jedoch zu einem 
aggressiveren Tumorwachstum führte. Obwohl die Angiogenese innerhalb des Tumors 
induziert wurde, konnte erst nach einer Intervention mit einem VEGF-Rezeptor-Antikörper ein 
verbessertes Überleben erreicht werden. Diese Erkenntnis postuliert entgegen der Annahme 
von Olive et al., 2009, dass eine Induktion der Stromaproduktion über den SHH-Signalweg die 
Progression des Tumorwachstums über eine Hemmung der Angiogenese aufhält.   
Inwieweit das Stroma nun die Progression des Tumors hemmt oder fördert, ist also höchst 
umstritten.  
Sherman et al., 2014 zeigten, dass eine Modulation des Stromas ein neuer Ansatzpunkt sein 
könnte, um in die Interaktion zwischen PSZ und Tumorzellen einzugreifen. Dabei wirkte das 
Vitamin D-Analogon Calcipotriol als Modulator des Stromas, indem unter Einsatz dieses VDR-
Liganden die Vaskularität des Tumorgewebes gesteigert wurde und antifibrotische Effekte 
erzielt werden konnten. Dies führte dazu, dass eine Therapie mit Gemcitabin und Calcipotriol 
ein verlängertes Überleben im Vergleich zu einer alleinigen Gemcitabin-Therapie bewirkte.    




1.1.4.1 Grundlagen  
Die medizinische Bedeutung des fettlöslichen Vitamin D hat in der jüngeren Vergangenheit 
enorm zugenommen. Etliche Forschungsgruppen konnten positive Effekte von D-Vitaminen 
und deren synthetischen Analoga auf Krankheitsbilder verschiedener Organsysteme 
herausstellen. Demgegenüber stehen eine oftmals unter Vitamin D-Mangel leidende 
Bevölkerung und die damit einhergehende Nachfrage nach einer Vitamin D-Substitution. In 
einem Artikel der ÄrzteZeitung (2015) von Dagmar Jäger-Becker wurde jedem zweiten 
Bundesbürger ein Vitamin D-Mangel, also ein Serum-Wert < 30 ng/ml, nachgesagt. Dieser 
Vitamin D-Mangel fußt vor allem auf einer verminderten UV-Exposition in den Winter-, aber 
zunehmend auch in den Sommermonaten.  
Die Substitution von Vitamin D wird meist über die per os Einnahme von Vitamin D3 
(Cholecalciferol)-Präparaten vollzogen. Von einer Vitamin D2 (Ergocalciferol)-Einnahme wird 
hingegen aufgrund schlechterer Umwandlung zum aktiven Metaboliten abgeraten (Houghton 
et al., 2006). Darüber hinaus sind viele verschiedene synthetische Vitamin D-Analoga auf dem 
Markt. So wird zur Behandlung der Schuppenflechte das Secosteroid Calcipotriol eingesetzt. 
Dabei beeinflusst Calcipotriol den Kalciumspiegel des Patienten kaum, wirkt aber 
antiinflammatorisch. Diese Möglichkeit des Einsatzes von nicht-kalzämischen Vitamin D-
Agonisten ist wichtig, um die in 1.1.4.2 beschriebenen Vitamin D-Effekte zu induzieren, ohne 
eine Hyperkalzämie auszulösen. Dies treibt immer mehr Forschungsgruppen an, solche 
Substanzen zu ergründen und deren nicht-kalzämische Potenz zu testen (Ma et al., 2006).  
Vitamin D wird zum Großteil von der Epidermis synthetisiert, indem durch UV-B-Strahlung 7-
Dehydrocholesterol photolytisch zum Vitamin D3 umgewandelt wird. Vitamin D3 gelangt nun 
über die Blutbahn ins Leberparenchym, wo es über eine 25-Hydroxylase, einem Cytochrom 
P450-Enzym, in 25-Hydroxyvitamin D3 (25-Hydroxycholecalciferol) oxidiert wird. 25-
Hydroxyvitamin D3 hat die höchste Affinität unter allen Vitamin D-Formen, am vitamin D 
binding protein im Blut zu binden. So wird 25-Hydroxyvitamin D3 im Serum gemessen, um 
Erkenntnisse über die Vitamin D-Versorgung der Patienten zu gewinnen (Adams et al., 2010). 
Aktiviert wird das 25-Hydroxyvitamin D3 durch eine 1-Hydroxylase in der Niere, was die 
Reaktion zum 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (1,25-Dihydroxycholecalciferol) katalysiert. 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 ist ein hochpotenter Ligand des nukleären Vitamin D-Rezeptors (VDR).  
Der VDR gehört zu den Liganden-abhängigen Transkriptionsfaktoren der Familie der Steroid-
/Thyreoidhormon-Rezeptoren (Nagpal et al., 2005) und heterodimerisiert nach Bindung eines 
Liganden mit dem Rezeptor für 9-cis Retinsäure (RXR). Die Transkription verschiedener 
Zielgene wird nach Interaktion des VDR/RXR-Heterodimers am vitamin D response element 
(VDRE) in Zusammenspiel mit weiteren Co-Aktivatoren eingeleitet (Christakos et al., 2013). 
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1.1.4.2 Vitamin D-Effekte  
1,25-Dihydroxyvitamin D3 hat vor allem Einfluss auf den Kalciumstoffwechsel, indem es im 
Darm die Resorption von Kalzium fördert. Auch in der Niere wird die Rückresorption dieses, 
u.a. für den Knochenstoffwechsel, unabdingbaren Elektrolyts gefördert. Dementsprechend ist 
eine Vitamin D-Substitution bei Osteoporose und sekundärem Hyperparathyreoidismus 
indiziert.    
Neben diesen sog. kalzämischen Effekten spielen vermehrt sog. nicht-kalzämische Effekte 
des aktivierten VDR eine große Rolle.  
So konnte gezeigt werden, dass der VDR und auch die entsprechenden Enzyme zur 
endogenen Vitamin D-Aktivierung in Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert 
werden. Eine Vitamin D-Aktivierung und dessen Bindung am VDR hemmen die Antigen-
Präsentation und die darauf folgende T-Zellproliferation, was eine Modulation des erworbenen 
als auch des adaptiven Immunsystems unter Einfluss von D-Vitaminen impliziert (Christakos 
et al., 2013). Diese Erkenntnisse legen einen Einsatz von D-Vitaminen bei Krankheiten, die 
durch eine überschießende Immunantwort (bspw. chronisch-entzündliche Darmerkrankungen, 
Multiple Sklerose, Arthritis) gekennzeichnet sind, nahe (Cantorna et al., 1996, 1998, 2000).  
Darüber hinaus wird Vitamin D auch Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem nachgesagt, die 
durch eine den Blutdruck senkende und damit einer Linksherz-Hypertrophie vorbeugende 
Wirkung begründet werden. Diese Blutdruck-senkende Wirkung des D-Vitamins beruht nach 
Zhang et al., 2010 in einer das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System-hemmenden Wirkung 
des Vitamin D. 
Vitamin D wirkt zudem präventiv auf die Entwicklung von Übergewicht (Christakos et al., 2013) 
und ist an der Regulation der Insulin-Ausschüttung beteiligt (Zeitz et al., 2003). 
Ein für die eigene Arbeit zentraler Punkt ist das postulierte antifibrotische Potential von D-
Vitaminen. So konnten solche Effekte bislang sowohl auf Nieren, Lunge als auch auf die Leber 
gezeigt werden (Tan et al., 2006, Ramirez et al., 2010, Song et al., 2013). Dabei spielte allen 
voran die Suppression der TGF-β-1-Synthese eine Rolle, die alle Forschungsgruppen unter 
Vitamin D-Einfluss ausmachen konnten.  
Abramovitch et al., 2011 zeigten neben antifibrotischen Effekten von Vitamin D in der Leber 
auch antiproliferative Wirkungen. So konnte nachgewiesen werden, dass unter dem Einfluss 
von Vitamin D die Proliferation von hepatischen Sternzellen (HSZ), die für die Fibrose 
maßgeblich sind, gehemmt wurde. Dieser antiproliferative Effekt könnte auch in Bezug auf 
bösartige Neoplasien interessant sein, wobei Vitamin D hier vor allem nachgesagt wird, 
Tumorzellen zur Differenzierung anzuregen (Gocek et al., 2009).  
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1.1.4.3 Der Einfluss von D-Vitaminen auf PSZ 
Eine amerikanische Forschungsgruppe um Mara Sherman wies 2014 nach, dass der Vitamin 
D-Rezeptor (VDR) in PSZ von Mäusen und Menschen exprimiert wird. Die Expression dieses 
intrazellulären Rezeptors ist dabei unabhängig vom Aktivierungszustand der PSZ. So konnte 
gezeigt werden, dass PSZ aus Patienten mit PK sogar eine erhöhte Expression des VDR 
aufwiesen.  
Die Expression des VDR in PSZ und die in 1.1.4.2 beschriebenen antiproliferativen und 
antiinflammatorischen Effekte der unterschiedlichen Vitamin D-Derivate legten nun 
weiterführende Untersuchungen nahe, die in der Ansteuerung der VDR in den PSZ durch 
einen entsprechenden Liganden und die daraus resultierenden Konsequenzen auf Gen- und 
Proteinebene lagen. Dazu setzten Sherman et al. das synthetische Vitamin D-Analogon 
Calcipotriol als VDR-Ligand ein.  
Sherman et al. zeigten, dass aktivierte PSZ aus PK-Patienten unter dem Einfluss von 
Calcipotriol in vitro vermehrt Lipidtröpfchen ausbildeten und die α-SMA-Expression gehemmt 
wurde.  
Weiterführende in vitro-Analysen der RNA ergaben, dass aktivierte PSZ (PSZ aus gesunden 
Mäusen nach 7-tägiger Kultivierung) unter dem Einfluss von Calcipotriol vermehrt positive 
Regulatoren der Angiogenese, wie MMP-9, exprimierten. Gleichzeitig wurde die Expression 
von Thrombospondin (Thbs), eines Angiogenese-Inhibitors, gehemmt. Auch die Bindung des 
Transkriptionsfaktors SMAD3, eines Induktors  der Expression profibrotischer Faktoren (Meng 
et al., 2015), wurde unter Calcipotriol-Einfluss gehemmt. 
Diese in vitro-Studien konnten in vivo bestätigt werden. So wurde in Mäusen eine chronische 
Pankreatitis durch Cerulein induziert. Mäuse, die für 12 Wochen mit Calcipotriol behandelt 
wurden, entwickelten im Vergleich zu Kontrolltieren eine mildere CP mit einer schwächeren 
Fibrose, verminderter Inflammation und PSZ-Aktivierung, die mit einer niedrigeren Expression 
der Kollagen-1a1-, IL-6 und α-SMA-Gene einhergingen.  
Auch die in vitro beobachtete Angiogenese-fördernde Wirkung des Vitamin D-Liganden 
Calcipotriol konnte in vivo bestätigt werden, was u.a. zu einem verbesserten Anfluten von 
Gemcitabin, einem verminderten Tumorwachstum und einem verbesserten Überleben von 
PC-Patienten führte (1.1.3.5). 
Sherman et al. postulierten als erste Forschungsgruppe überhaupt, dass der Einsatz des VDR-
Liganden Calcipotriol eine Rückführung aktivierter PSZ in den ruhenden Zustand herbeiführen, 
eine Cerulein-induzierte CP über antifibrotische und antiinflammatorische Prozesse 
abschwächen und die Gemcitabin-Anflutung innerhalb eines PC durch die Induktion 
Angiogenese-fördernder Faktoren verbessern kann.  
1. Grundlagen                                                                                                                                                    16 
 
  
Bläuer et al., 2015 untersuchten den Einfluss von 1,25-Dihydroxyvitamin D3 auf murine PSZ. 
Dabei stellten sie neben einer dosisabhängigen Up-Regulation des VDR bis zu einem Peak 
von 2 nM 1,25-Dihydroxyvitamin D3 auch eine Hemmung der Proliferation unter Einsatz des 
VDR-Liganden fest. Diese dosisabhängige Hemmung der Proliferation konnte durch eine 
Abnahme des Proliferationsmarkers Ki67 auch qualitativ erfasst werden.  
Des Weiteren konnte die zuvor von Sherman et al. beschriebene antifibrotische VDR-
Liganden-Wirkung auch unter 1,25-Vitamin D3-Einfluss bestätigt werden, da die Fibronectin-
Synthese der PSZ dosisabhängig abnahm.   
 
1.2. Zielstellung der Arbeit 
Die chronische Pankreatitis und das Pankreaskarzinom sind Erkrankungen, die mit einer 
massiven Fibrose als Begleiterscheinung einhergehen. Dieser bindegewebige Umbau des 
Pankreas wird vor allem von aktivierten PSZ übernommen. Ob dieser fibrotische Umbau die 
Progression der Erkrankungen fördert oder hemmt, wird kontrovers diskutiert.  
Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass der Vitamin D-Ligand Calcipotriol im Stande ist, 
die Aktivierung der PSZ zu begrenzen, diese in einen ruhenden Phänotyp zurückzuführen und 
die Chemoresistenz des Pankreaskarzinoms zu verringern.  
Das konkrete Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Effekte der natürlichen Vitamin D-Derivate 
Vitamin D2 und Vitamin D3 sowie des synthetischen Analogons Calcipotriol auf PSZ 
systematisch und im Vergleich zueinander zu untersuchen. Dafür standen PSZ aus gesunden 
Mäusen zur Verfügung, die in vitro mit den jeweiligen D-Vitaminen behandelt wurden. Dabei 
wurden Primärzellen und bereits passagierte PSZ unterschieden. Die Effekte der 
verschiedenen Vitamin D-Derivate wurden anhand von Proliferationsanalysen, der Detektion 
von Aktivierungsmarkern via Immunfluoreszenzanalysen und Ölrotfärbungen sowie 
Genexpressionsanalysen evaluiert. Dabei sollte vor allem ein Augenmerk darauf gelegt 
werden, ob und inwieweit sich die Effekte der einzelnen D-Vitamine untereinander 
unterscheiden. Des Weiteren wurde die Abhängigkeit der Vitamin D-Effekte vom 








2.1 Verwendete Geräte  
Gerät Hersteller Seriennummer 





-20°C Gefrierschrank Liebherr - 
4°C Kühlschrank Robert Bosch GmbH - 
6°C Kühlschrank  Liebherr - 









Feinanalysewaage Chyobalance JL 
200 
Dynatech 90610 




Fluoreszenzmikroskop DM4000B Leica Camera AG - 
Heizblock Stuart Scientific 3278 




Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss AG 667234 
NanoPhotometer P-Class Implen Inc. 6303 
Odyssey Infrared Imager LI-COR Inc. ODY-1790 
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pH-Messgerät Five Easy FE20 Mettler-Toledo Inc. 1229215156 




Plattenschüttler MTS 4 







Pipetten (Research 0,1-2,5 µl; 0,5-10 
µl; 2-20 µl; 10-100 µl; 20-200 µl; 100-
1000 µl) 
Eppendorf AG - 























Vortexer VM 2 
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Western Blot Kammer Eco-Mini Biometra GmbH 1109-0078 
Zentrifuge 5415 D Eppendorf AG 542511840 
 
2.2 Verwendete Software 
 
2.3 Allgemeine Labormaterialien 
Material Hersteller 
6-well-Kulturplatte Greiner Bio One International GmbH 
12-well-Kulturplatte Greiner Bio One International GmbH 
24-well-Kulturplatte Greiner Bio One International GmbH 
96-well-half-area Kulturplatte Greiner Bio One International GmbH 
Aluminiumfolie Carl Roth GmbH & Co. KG 
Bechergläser (50 ml,100 ml,250 ml) Carl Roth GmbH & Co. KG 
Bechergläser (600 ml,1000 ml) Armin Baack 
Deckgläser, rund Carl Roth GmbH & Co. KG 
Software Hersteller 
Image Studio Lite Version 5.2 LI-COR Inc. 
SPSS Statistics 22 
International Business Machines Corporation 
(IBM) 
Quant Studio Real Time PCR Version 
1.2 
Thermo Fisher Scientific Inc. 
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Dual Filter Tips (0,1-1000 µl) Eppendorf AG 
Eisbehälter Carl Roth GmbH & Co. KG 
Faltenfilter Carl Roth GmbH & Co. KG 
Löffelspatel Carl Roth GmbH & Co. KG 
Messzylinder Carl Roth GmbH & Co. KG 
Neubauer Zählkammer improved Carl Roth GmbH & Co. KG 
Objektträger Paul Marienfeld GmbH & Co. KG 
Pinzette Carl Roth GmbH & Co. KG 
Pipettenspitzen (0,1-1000 µl) Eppendorf AG 
Parafilm M American Can Company 
PVDF-Transfermembran Merck KgaA 
Reaktionsgefäße  (0,6 ml,1,5 ml,2 ml,5 ml) Eppendorf AG 
Röhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio One International GmbH 
sterile Pipetten (5 ml,10 ml,50 ml) Greiner Bio One International GmbH 
 
2.4 Lösungen und Reagenzien für die Zellkultur 
Lösung/Reangenz Anmerkung Hersteller 
1α,25-Dihydroxyergocalciferol 
(Vitamin D2) 
in DMSO gelöst, 





in DMSO gelöst, 
Stammlösung ≙ 1 mM 
Santa Cruz 
Biotechnology Inc. 




in DMSO gelöst, 
Stammlösung ≙ 10 mM 
Sigma-Aldrich Co. 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich Co. 
fetales Kälberserum (FKS) hitzeinaktiviert PAA Laboratories Inc. 
Iscove Basal Medium 










Phosphate buffered saline (PBS, 
10x) 






10000 U/ml Penicillin, 
10000 µg/ml Streptomycin 
Thermo Fisher 
Scientific Inc. 
Trypanblau  Sigma-Aldrich Co. 




2.5 Lösungen für die Zellproliferationsmessung 
Lösung Anmerkung Hersteller 
Zellproliferation – ELISA, BrdU 
(5-Brom-2´Deoxyuridin) 
colorimetic 







Schwefelsäure 1 M, Stopplösung  





2.6 Lösungen und Reagenzien für die Ölrotfärbung 
Lösung/Reagenz Anmerkung Hersteller 
Aquatex Eindeckmedium VWR International 
Hämalaun 1:5 mit Aqua dest. verdünnt Merck KGaA 
Ölrot-Stocklösung 
1 g Ölrot in 100 ml 
Isopropanol gelöst, vor 
Gebrauch mit Aqua dest. Im 
Verhältnis 3:2 (Ölrot:Aqua 
dest.) verdünnen 
 




2.7 Lösungen und Reagenzien für die α-SMA 
Immunfluoreszenzfärbung 
Lösung/Reagenz Anmerkung Hersteller 
Bovine serume albumin (BSA) 1:100 in PBS gelöst  PAA Laboratories Inc. 
DAPI (4′,6-Diamidin-2-
phenylindol) 
2 µl DAPI in 40 ml Methanol Sigma-Aldrich Co. 
Immunfluoreszenz-
Einbettmedium 
enthält 30 g Glycerin,  
0,05 M Tris  
12 g Polyvinylalkohol,  
0,5 g Phenol  
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Sigma-Aldrich Co. A2547 
 
Sekundärantikörper Quelle Hersteller Katalognummer 
IRDye 800CW Anti-Maus Ig 
Ziege, 
polyklonal 
LI-COR Inc. 926-32210 
 
2.8 Lösungen und Reagenzien für die β-Galactosidase-Färbung 
Lösung/Reagenz Anmerkung Hersteller 
DMF (N-N-dimethylformamid)  Sigma-Aldrich Co. 
Eindeckmedium Pertex  Medite GmbH 
Ethanol (70%)  PKH Halle GmbH 
Ethanol (98%)  ZAP 
Glycerol (70%)  
Carl Roth GmbH & 
Co. KG 








Enthält Fixative Solution, 
Staining Solution, Staining 
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Xylol  ZAP 
 
2.9 Lösungen und Reagenzien für die Nukleinsäureanalytik 




Assay on demand (Acta2; 





Assay on demand (Col1a1; α1 
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Assay on demand (TGF-β1; 

















Chloroform  Sigma-Aldrich Co. 
Ambion DNA-free DNase 
Treatment 
& Removal DNase 
Inactivation Reagent 
enthält DNase 1 Buffer, 
rDNase, DNase Inactivation 
Reagent 
Invitrogen 
DEPC - Wasser 
 
mit 0,1 % 
Diethylpyrocarbonat 
versetztes Aqua dest., vor 
Gebrauch 20 min autoklaviert 
Sigma-Aldrich 
Ethanol (75%) 











High capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit 
enthält RT-Buffer, RT- 





Isopropanol  J.T.Baker 
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Takyon Low ROX Probe 2x 
MasterMix dTTP blue 
 
 Eurogentec 







2.10 Lösungen und Antikörper für die Proteinanalytik 
Lösung Anmerkung Hersteller 
Acrylamid (40%)  
Bio-Rad Laboratories 
Inc. 
APS (Ammoniumpersulfat 10%) 




10 ml Blockpuffer  
 
 
 auf 50 ml mit PBS 
aufgefüllt 
 










Chameleon Duo Pre-stained 
Protein Ladder 
8-260 kDa LI-COR Inc. 









81,81 g Tris 
27 g SDS 
 auf 9 l mit Aqua dest. 
aufgefüllt 





62,5 g Tris-HCL, ph 6,8 
5 mM EDTA-HCL, pH 8 
0,001% Bromphenolblau 
5% β-Mercaptoethanol 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG 
 





6,06 g Tris 
0,4 g SDS 
 auf 100 ml mit Aqua dest. 
aufgefüllt 
Carl Roth GmbH & 
Co. KG 




1,8 g Glycin 
20 g SDS 




Carl Roth GmbH & 
Co. KG 
Transferpuffer 
6 g Tris 
29 g Glycin 
10% Methanol 
 auf 2 l mit Aqua dest. 
aufgefüllt 











 Sigma-Aldrich Co. 
Trenngelpuffer 
pH 8,8 
36,33 g Tris 
0,8 g SDS 
 auf 200 ml mit Aqua dest. 
aufgefüllt 












Sigma-Aldrich Co. A2547 



















Sekundärantikörper Quelle Hersteller Katalognummer 
IRDye 680CW Anti-Maus Ig 
Ziege, 
polyklonal 
LI-COR Inc. 926-32220 
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IRDye 800CW Anti-Maus Ig 
Ziege, 
polyklonal 
LI-COR Inc. 926-32210 
 
2.11 Lösungen für die IL-6-Bestimmung 
Lösung Anmerkung Hersteller 
Mouse IL-6 uncoated ELISA Kit 
enthält Capture Antikörper, 




Schwefelsäure (1M) als Stopplösung verwendet  
Waschlösung 


















3.1 Verwendete Zellen und deren Isolation 
Für die Zellkultur wurden pankreatische Sternzellen (PSZ) aus gesunden, sechs bzw. zwölf 
Wochen alten C57BL/6-Mäusen verwendet. Es wurden sowohl PSZ aus weiblichen als auch 
männlichen Tieren nach folgendem Protokoll isoliert: Nachdem die Tiere narkotisiert und die 
Pankreata aufgesucht worden waren, wurden diese mit einer Lösung aus Hank´s Buffered Salt 
Solution, 0,05% Kollagenase P, 0,02% Protease ΙX und 0,1% Desoxyribonuklease unterspritzt. 
Daraufhin wurden die Pankreata entnommen und mit einer spitzen Schere zerkleinert. Nach 
Homogenisierung durch gründliches Auf- und Abpipettieren mit einer 1 ml Pipette erfolgte eine 
Filterung des Zellgemisches durch ein Zellsieb. Im Anschluss daran wurden die einzelnen 
Zelltypen mittels Nycodenz-Dichtegradientenzentrifugation 20 min bei 2800 rpm aufgetrennt 
(Apte et al., 1998). Die pankreatischen Sternzellen setzten sich oberhalb der Nycodenz-Phase 
ab, da sie einen hohen Lipidgehalt und damit eine geringe Dichte aufweisen. Die PSZ wurden 
nun entnommen und in eine Lösung aus 90% FKS und 10% DMSO überführt. Im Anschluss 
daran wurden die frisch isolierten PSZ bei -150 °C weggefroren und bedarfsgerecht in Kultur 
genommen. Die durch diese Methode isolierten PSZ sind noch teilungsinaktiv und werden als 
sogenannte ruhende pankreatische Sternzellen beschrieben. Die Isolation der Zellen wurde 
von Mitarbeitern der Forschungsgruppe von Herrn Prof. Jaster durchgeführt.  
 
3.2 Zellkulturarbeiten 
Die Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilwerkbank mit laminarem Luftstrom durchgeführt. 
Die PSZ wuchsen nach Passagierung auf verschiedenen well-Platten bei 37 °C unter 
wasserstoffgesättigten Bedingungen und 5% CO2-Begasung in einem Brutschrank. Da 
pankreatische Azinuszellen nicht adhärieren und in der Folge absterben, konnten 
„Verunreinigungen“ durch diese Zellen so vermindert werden. Das verwendete Kulturmedium 
wurde mit  Penicillin/Streptomycin (P/S) und 1% nicht-essentiellen Aminosäuren (NEA, 100x 
Stammlösung) versetzt. Außerdem wurde 17% fetales Kälberserum (FKS) hinzugegeben. 
Diese Zusammensetzung des Mediums wurde für nahezu alle Zellkulturarbeiten verwendet 
und wird im Weiteren deshalb als Standardmedium bezeichnet.  
 
3.3 Kultivierung und Passagierung der Zellen 
Die nach der oben beschriebenen Isolation weggefrorenen PSZ wurden kurz im Wasserbad 
bei 37 °C aufgetaut und anschließend in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Daraufhin 
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wurden die Zellen kurz anzentrifugiert, um das dann sichtbare Zellpellet in Standardmedium 
aufzunehmen. Im Folgenden müssen zwei Versuchssettings unterschieden werden, die 
grundlegend für die weiteren Arbeiten waren:  
1. Nach gründlicher Resuspension wurden die Zellen sofort auf eine für den jeweiligen 
Versuch vorgesehene well-Platte als ruhende nicht passagierte PSZ eingesät. Die 
Aktivierungsprozesse der PSZ beginnen durch den Kontakt mit Plastik und die Versorgung 
mit Nährmedium schon nach wenigen Tagen (Apte et al., 2012). Die nachfolgenden 
Versuche wurden demnach mit fühen aktivierten PSZ durchgeführt. 
2. Die Zellen wurden nach gründlicher Resuspension auf zwei wells einer 6-well-Platte 
ausgesät. Dabei wurden die Zellen täglich unter dem Mikroskop beobachtet, sodass die 
PSZ nicht konfluent wuchsen. Außerdem wurde das Standardmedium, falls nötig, erneuert. 
Nach etwa sieben Tagen wurden die dann in etwa zu 90% bewachsenen wells abgeerntet. 
In dieser Zeit entwickelten sich die Zellen durch die Versorgung mit dem Nährmedium und 
den Kontakt mit Plastik von ruhenden (bei Einsaat), über frühe aktivierte (in den ersten 
Tagen nach der Einsaat), zu vollständig aktivierten PSZ. Das Standardmedium wurde nun 
zunächst abpipettiert und die wells mit sterilem PBS gewaschen. Daraufhin wurden die 
Zellen für eine Minute mit 0,05% Trypsin behandelt, was zu einer Adhäsiolyse der Zellen 
führte. Konnten unter lichtmikroskopischer Kontrolle abgerundete und damit von der 
Oberfläche gelöste PSZ ausgemacht werden, wurden die Zellen mit Standardmedium 
geerntet. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei Raumtemperatur und 1400 rpm wurde das 
Zellpellet in Standardmedium aufgenommen und resuspendiert. 20 µl der Zellsuspension 
wurden mit 20 µl Trypanblau versetzt, sodass eine Zellzählung in einer Neubauer-
Zählkammer durchgeführt werden konnte. So konnte eine Zellzahl pro ml Standardmedium 
ermittelt werden. Im Anschluss daran wurde eine für die bestimmten Versuche definierte 
Zellzahl der nun einmal passagierten und damit vollständig aktivierten PSZ eingesät.  
 
3.4 DMSO 
Alle verwendeten Vitamin D-Derivate wurden in DMSO gelöst. Für die Proliferationsanalysen 
mittels BrdU-Einbautest und Zellzählung wurden jeweils D-Vitamine verwendet, die in ihren 
jeweiligen Konzentrationen 0,1% DMSO enthielten. Auch wurden hier Kontrollen mitgeführt, 
die sowohl ein Standardmedium mit 0,1% DMSO als auch ein solches ohne DMSO enthielten. 
Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich in diesen Versuchen auf Kontrollen mit 0,1% 
DMSO. Dabei zeigte sich kein Einfluss des Lösungsmittels auf das Zellwachstum. Nachdem 
auch in Pilotversuchen zu anderen in der Arbeit eingesetzten Methoden keine DMSO-Effekte 
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festgestellt werden konnten, wurde, sofern nicht anders angegeben, auf zusätzliche 
Lösungsmittelkontrollen verzichtet. 
 
3.5 Quantifizierung des Zellwachstums 
Zur Quantifizierung des Zellwachstums der PSZ wurde 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) 
verwendet. Dieses synthetische Basenanalogon wird in der S-Phase des Zellzykluses anstelle 
von Thymidin in die sich replizierende DNA eingebaut.  
Dazu wurden 2000 vollständig aktivierte PSZ pro well auf eine 96-well-half-area-Platte 
ausgesät. Nachdem die Zellen über Nacht adhärieren konnten, erfolgte am folgenden Tag die 
Inkubation der Zellen mit den D-Vitamin Derivaten mittels Mediumwechsel. 24 h später wurde 
BrdU als 1000-fache Verdünnung der Stammlösung hinzugegeben, wonach wiederum nach 
24 h die Inkubation mit den Vitamin D-Derivaten und mit BrdU abgestoppt und der Versuch 
ausgewertet wurde. Zur Quantifizierung der Zellproliferation von frühen aktivierten PSZ wurde 
jeweils ein Aliquot frisch aufgetauter PSZ verwendet, nach dem in Tab. 3.1 beschriebenem 
Schema in Standardmedium überführt und auf einer 96-well-half-area-Platte ausgesät. 
Tab. 3.1: Behandlungsablauf der PSZ für BrdU-Assays 
 
Darüber hinaus wurde versucht, einen Behandlungsablauf der PSZ nachzustellen, der sich am 
Protokoll von Bläuer et. al, 2015 orientiert. Hierzu wurden 500 vollständig aktivierte PSZ / well 
auf eine 96-well-half-area-Platte eingesät und dann, wie in Tab. 3.2 beschrieben, behandelt.  
 








Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Frühe aktivierte 
PSZ 
Tag 0 Tag 1 Tag 3 Tag 4 
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Für die Auswertung der Versuche wurde das Medium durch Ausklopfen und Absaugen 
entfernt. Daraufhin wurden die Zellen für 30 min mit einer Fixierlösung behandelt, die die DNA 
der PSZ denaturiert und diese für den BrdU-Antikörper zugänglich macht. Der BrdU-Antikörper 
ist an eine Peroxidase gekoppelt, die das im nächsten Schritt hinzugegebene Substrat in eine 
fluoreszierende Substanz spaltet. Dabei entspricht die Menge des fluoreszierenden Produkts 
der Menge des eingebauten BrdUs in die DNA der PSZ. Die Katalyse des Substrats in ein 
fluoreszierendes Produkt wurde mit Schwefelsäure (1 M) abgestoppt. Die Extinktionsmessung 
des fluoreszierenden Produkts wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm am Photometer 
durchgeführt.  
 
3.6 Nachweis von Lipidtröpfchen mittels Ölrotfärbung 
Ölrot ist ein fettlöslicher Farbstoff, der zum Färben von Lipiden verwendet wird. Aufgrund von 
Absorptionsmaxima des Farbstoffs bei 518 nm bzw. 359 nm ist es möglich, die Analyse der 
Färbung der Lipide unter einem Phasenkontrastmikroskop durchzuführen.  
Die Ölrotfärbungen wurden sowohl mit vollständig aktivierten PSZ als auch mit frühen 
aktivierten PSZ durchgeführt.  
Für die Färbungen der vollständig aktivierten PSZ wurden 10000 Zellen pro well auf 
Deckgläschen in einer 24-well-Platte eingesät. Nachdem die Zellen einen Tag adhärieren 
konnten, wurden sie mit den jeweiligen Vitamin D-Derivaten mittels Mediumwechsel für 
insgesamt zwei Tage inkubiert.  
Ein weggefrorenes Aliquot der frisch entnommenen PSZ wurde aufgetaut, in Standardmedium 
überführt und ebenfalls auf Deckgläschen in einer 24-well-Platte eingesät. Hier erfolgte eine 
insgesamt dreitägige Inkubation mit den Vitamin D-Derivaten nach eintägiger Adhärenzzeit 
der PSZ.  
Nach der zwei- bzw. dreitägigen Inkubation der PSZ mit den Vitamin D-Derivaten wurde das 
Standardmedium abgesaugt und die Zellen mit 2,5% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Im 
Anschluss an mehrere Waschschritte mit PBS (pH 7,4) wurden die Zellen mit Ölrotlösung für 
15 Minuten gefärbt. Dazu wurde 1 g Ölrot in 100 ml Isopropanol gelöst und kurz vor Gebrauch 
mit destilliertem Wasser (3 Teile Ölrotlösung und 2 Teile destilliertes Wasser) verdünnt und 
filtriert. Danach wurden die gefärbten Zellen gründlich mit destilliertem Wasser gewaschen und 
eine Gegenfärbung mit Hämalaun durchgeführt. Zum Schluss wurden die Deckgläschen auf 
Objektträger übertragen und über Nacht getrocknet.  
Daraufhin konnten die jeweiligen Präparate gesichtet und bewertet werden. Das Scoring 
erfolgte durch zwei unabhängige Beobachter an den zuvor verblindeten Präparaten. In 
Abhängigkeit der Ausprägung der jeweiligen Lipidtröpfchen durch die Ölrotfärbung wurden die 
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Präparate anhand des nachfolgenden Schemas bewertet. Beispielbilder für die jeweiligen 
Scores sind im Ergebnisteil (Abb. 4.7) zu finden.  
 
Score 0 1 2 3 
Ausprägung der 
Ölrot-Färbung 
keine geringe mäßige starke 
Tab. 3.3: Scoring-Schema für die Auswertung der Ölrotfärbung 
 
3.7 α-SMA-Immunfluoreszenzfärbung 
Die α-SMA-Immunfluoreszenzanalysen wurden mit  vollständig aktivierten und frühen 
aktivierten PSZ durchgeführt. Dabei wurden die jeweiligen Zellen, wie unter 3.6 beschrieben, 
behandelt. Zusätzlich wurden PSZ auf 2 wells eingesät, die als Negativkontrolle für die 
Färbung dienten. Nach der Inkubation mit den Vitamin D-Derivaten wurde wie folgt verfahren:  
Nach Entfernung des Standardmediums wurden die Zellen kurz mit PBS (pH 7,4) gewaschen 
und danach für 10 min mit eiskaltem Methanol mit 0,0005% DAPI (4,6-Diamidino-2-
phenylindol) fixiert. Da DAPI als Fluoreszenzfarbstoff, der an der DNA der Zellen bindet, 
lichtempfindlich ist, wurden alle folgenden Schritte unter geringer Lichtzufuhr durchgeführt. 
Bevor nun mit 1% BSA (Bovines Serum Albumin, gelöst in PBS, pH 7,4) geblockt wurde, 
wurden noch einige Waschritte mit PBS (pH 7,4) durchgeführt. Daraufhin wurde der α-SMA-
Primärantikörper 1:100 in 1% BSA verdünnt, auf Paraffinfolie gegeben und die Zellen auf den 
Deckgläschen für 30 min mit dem Primärantikörper inkubiert. Nach Rückführung der 
Deckgläschen von der Paraffinfolie in die jeweiligen wells wurden die Zellen nun mit PBS (pH 
7,4) gewaschen. Anschließend wurde ein fluoreszenzmarkierter Sekundärantikörper 1:300 mit 
1% BSA verdünnt und auf Paraffin aufgetragen. Die an den Deckgläschen haftenden Zellen 
wurden für 30 min in dunkler Umgebung inkubiert. Abschließend wurden die Deckgläschen 
auf Objektträger übertragen, abgedunkelt für eine Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und 
daraufhin abgedunkelt bei 4 °C gelagert.  
Die Bewertung der verblindeten Präparate wurde auch hier von zwei unabhängigen 
Beobachtern durchgeführt. Das Scoring-Schema gleicht hier dem der Ausprägung der 
Lipidtröpfchen mittels Ölrotfärbung. Beispielbilder zu den jeweiligen Scores sind auch hier im 
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Score 0 1 2 3 
Ausprägung der 
α-SMA-Fasern 
keine geringe mäßige starke 
Tab. 3.4: Scoring-Schema für die Auswertung der α-SMA-Immunfluoreszenzfärbung 
 
3.8 Seneszenz-assoziierte-β-Galactosidase-Färbung  
Zur Analyse des Einflusses von D-Vitaminen auf den Seneszenzprozess kultivierter PSZ 
wurden die Zellen zunächst durch mehrfaches Passagieren dem Stadium der replikativen 
Seneszenz angenähert. Hierzu wurde ein subkonfluentes, mit pankreatischen Sternzellen 
bewachsenes well einer 6-well-Platte abgeerntet und auf drei neue wells einer 6-well-Platte 
aufgeteilt. Nach zwei Tagen Adhärenz wurde wiederum ein well dieser 6-well-Platte abgeerntet 
und ebenso verfahren. Nun wurde nach sechs Tagen Adhärenz erneut ein well abgeerntet und 
750 PSZ pro well auf Deckgläschen einer 24-well-Platte eingesät. Diese Zellen adhärierten für 
einen Tag und wurden dann für 48 h mit den Vitamin D-Derivaten inkubiert.  
Daraufhin wurde das Standardmedium abpipettiert und die Zellen kurz mit PBS (pH 7,4) 
gewaschen. Anschließend wurde für 10 min eine Fixierlösung auf die Zellen gegeben, wonach 
die Zellen mit X-Gal-haltiger Färbelösung über Nacht bei 37 °C inkubiert wurden. X-Gal wird 
dabei in die Zellen aufgenommen und dient als Substrat für die β-Galactosidase. Diese 
Hydrolase wird in seneszenten, nicht mehr teilungsfähigen Zellen vermehrt exprimiert. Die β-
Galactosidase hydrolysiert X-Gal zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl. Letzteres wird 
durch den Sauerstoff der Raumluft zum tiefblauen 5,5´-Dibrom-4,4´-dichlor-indigo oxidiert. Um 
die seneszenten Zellen quantifizieren zu können, wurde anschließend eine Gegenfärbung mit 
Kernechtrot durchgeführt. So werden alle Zellen gefärbt, wodurch eine Aussage über die 
Anzahl seneszenter Zellen gemacht werden kann. Zur Gegenfärbung wurde X-Gal zunächst 
entfernt, kurz mit PBS gewaschen und daraufhin Kernechtrot für 15 min auf die Zellen 
gegeben. Anschließend wurde das Kernechtrot entfernt, die Zellen mit Wasser gewaschen 
und die Deckgläschen in mehreren Schritten entwässert: 
1. 1x 70% Ethanol für 2-3 min 
2. 1x 98% Ethanol für 2-3 min 
3. 1x Isopropanol für 5 min 
4. 3x Xylol für 5 min 
Nach der Entwässerung wurden die Deckgläschen mit Pertex auf Objektträgern eingedeckt 
und im Anschluss unter dem Mikroskop gesichtet.  




Genexpressionsanalysen mittels Echtzeit-PCR wurden sowohl mit vollständig aktivierten als 
auch mit frühen aktivierten PSZ durchgeführt. Dazu wurden 25000 vollständig aktivierte PSZ 
pro well auf eine 12-well-Platte eingesät. Nach dreitägiger Adhärenz wurden die jeweiligen 
Vitamin D-Derivate hinzugegeben und der Versuch nach 24-stündiger Inkubation ausgewertet. 
Frisch aufgetaute PSZ wurden direkt auf eine 12-well-Platte ausgesät, nach eintägiger 
Adhärenz mit den D Vitamin-Derivaten inkubiert und nach 48-stündiger Inkubation die RNA 
der PSZ isoliert. 
 
3.9.1 RNA-Isolation 
Dazu wurde zunächst das Standardmedium abgesaugt und 250 µl TRIzol™ pro well auf die 
Zellen gegeben. TRIzol™ enthält neben Phenol (Lösungsmittel für die RNA) 
Guanidinisothiocyanat, das die Zellen vom Boden der wells löst, RNAsen inaktiviert und somit 
für die Isolierung der RNA essenziell ist. Nach Aufnahme der Zellsuspension in 1,5 ml 
Reaktionsgefäße wird Chloroform zur Phasentrennung hinzugegeben und für 15 min bei 4 °C 
und 14000 rpm zentrifugiert. Dadurch setzte sich eine wässrige Phase ab, die die RNA der 
Zellen enthält. Diese RNA-Phase wurde nun vorsichtig abpipettiert, in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und mit Isopropanol zur Ausfällung der RNA versetzt. Nach einer 
zehnminütigen Zentrifugation bei 4 °C konnte nun ein kleines RNA-Pellet gesichtet werden. 
Daraufhin wurde der Überstand möglichst vollständig abpipettiert, 1 ml 75% Ethanol (mit 
DEPC-Wasser verdünnt) hinzugefügt und wiederum für 5 min zentrifugiert. 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) modifiziert Histidinreste von Proteinen zu N-Carbethoxyhistidin, 
was zu einer Inaktivierung von RNasen führt (Mülhardt, 2013).  
Anschließend wurde der Überstand vorsichtig und möglichst vollständig entfernt und das RNA-
Pellet für 15 min unter dem Abzug getrocknet. Danach wurde das jeweilige Pellet in 20 µl 
DEPC-Wasser aufgenommen, zur besseren Lösung für 10 min bei 65 °C inkubiert und 
anschließend bei -80 °C weggefroren.  
 
3.9.2 DNA-Verdau 
Um verbleibende DNA-Reste zu entfernen, wurden den Proben 1 µl DNase-Puffer und 1 µl 
rDNase hinzugefügt. Nach 30-minütiger Inkubation bei 37 °C wurde der DNA-Verdau durch 
Hinzugabe von 1 µl DNase-Inaktivierungsreagenz unter intermittierendem Schütteln 
abgestoppt. Durch eine kurze Zentrifugation der Proben setzte sich das DNase-
Inaktivierungsreagenz am Boden des Reaktionsgefäßes ab, sodass der RNA-Überstand 
entnommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt werden konnte.  
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3.9.3 Photometrische RNA-Bestimmung 
Eine Bestimmung der RNA-Menge in den jeweiligen Proben wurde nach jeder RNA-Isolation 
durchgeführt, um eine definierte RNA-Menge für die darauffolgende Echtzeit-PCR-Analyse 
einsetzen zu können. Da RNA Licht einer Wellenlänge von 260 nm absorbiert, konnte so am 
Nanophotometer der RNA-Gehalt der Proben bestimmt werden. Des Weiteren konnte auch 
eine Aussage zur Reinheit der jeweiligen Proben getroffen werden. Proteine absorbieren Licht 
einer Wellenlänge von 280 nm spezifisch. Setzt man die gemessenen Werte bei 260 nm und 
280 nm nun ins Verhältnis, so sollte der Quotient einen Wert über 1,8 ergeben, um von einer 
Probe auszugehen, die nicht zu stark mit Proteinen kontaminiert ist.  
 
3.9.4 cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese wurde mittels reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR) durchgeführt. Die eingesetzte reverse Transkriptase ist dabei eine RNA-abhängige 
DNA-Polymerase, die aus der isolierten mRNA mithilfe von hinzugegeben Primern einen 
komplementären DNA-Strang synthetisiert. Im Anschluss an die DNA-Synthese baut eine 
RNAse-H die RNA ab, sodass reine cDNA vorliegt.  
 
Substanz Menge für eine Probe (10 µl) 
10x Puffer 2,0 µl 
Reverse Transkriptase 1,0 µl 
Random Primer  2,0 µl 
DEPC-Wasser 0,8 µl 
dNTPs 4,2 µl 
Tab. 3.5: Mastermix-Zusammensetzung 
 
Dazu wurden 0,25 µg RNA mit DEPC-Wasser auf 10 µl aufgefüllt und mit 10 µl Mastermix 
aufgefüllt. Im Anschluss folgten diese Inkubationsschritte: 
1. 10 min bei 25°C 
2. 120 min bei 37°C 
3. 5 min bei 85°C 
Daraufhin konnten die Proben bei -20 °C zwischengelagert werden. 
3.9.5 Quantitative Echtzeit-PCR  
Durch eine Echtzeit-PCR-Analyse kann die Expression verschiedener Zielgene quantifiziert 
werden. Dazu werden genspezifische Sonden benutzt, die aus fluoreszenzmarkierten 
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Oligonukleotiden bestehen. Diese Sonden bilden mit ebenfalls genspezifischen Primern einen 
taqman-Assay. Der Fluoreszenzfarbstoff befindet sich am 5´-Ende des Oligonukleotids, wobei 
das Fluoreszenzsignal einer intakten Sonde durch eine Quencher am 3´-Ende unterdrückt 
wird. Das Oligonukleotid bindet nun zwischen zwei Primern am komplementären DNA-Strang. 
Die hitzestabile taq-Polymerase repliziert nun den DNA-Strang und besitzt neben der 
Polymerase- auch eine 5´-3´-Exonuklease-Aktivität. Dadurch wird der Fluoreszenzfarbstoff 
vom Oligonukleotid gespalten, verliert die räumliche Nähe zum Quencher, sodass der 
Quencher das Fluoreszenzsignal nicht mehr unterdrücken kann. Das Signal ist proportional 
zum PCR-Produkt. Zu einem bestimmten Zeitpunkt verläuft der Intensitätsanstieg des 
Fluoreszenzsignals exponentiell. Hier kann eine Quantifizierung der Zielgen-Expression 
vorgenommen werden, da zu diesem Zeitpunkt optimale Reaktionsbedingungen 
vorherrschen. Dementsprechend gilt: Je früher ein exponentieller Anstieg der Signalintensität, 
desto größer die Menge des Zielgen-Transkripts in der Probe. Zur Quantifizierung der 
Transkriptmengen wurde der Echtzeit-PCR-Cycler Typ Viia 7 verwendet. Mithilfe der Software 
Quant Studio Real Time PCR Version 1.2 konnte der Beginn des exponentiellen 
Signalanstiegs als sogenannter Ct-Wert (cycle threshold-Wert) bestimmt werden. Um 
Unterschiede in der RNA-Menge der jeweiligen Proben auszugleichen, wurde Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) als sogenanntes housekeeping-Gen eingesetzt.  
Die relative Expression des Zielgens im Vergleich zum housekeeping-Gen HPRT wurde wie 
folgt berechnet: 
∆Ct = CtZielgen - CtHPRT 
Um relative Quantifizierungen vorzunehmen, wurde die unten stehende Formel verwendet: 
∆∆Ct = CtProbe – CtKontrolle  
Zur Berechnung der relativen Menge der Zielgen-mRNA wurde wie folgt vorgegangen: 
2-∆∆Ct  
Für die quantitative Echtzeit-PCR wurden 96-well-Multititerplatten verwendet. Neben den 
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Substanz Menge für eine Probe 
cDNA 2,5 µl 
DEPC-Wasser 3,125 µl 
MasterMix 6,25 µl 
Primer/Sonden-Kombination 0,625 µl 
Tab. 3.6: Substanzen für die quantitative Echtzeit-PCR 
 
Diese Substanzen wurden in die wells der Multititerplatten pipettiert. Die Multititerplatten 
wurden dann mit einer Folie abgeklebt, die vor Verdunstung schützen soll. Nach kurzer 
Zentrifugation der Platte konnte diese in den PCR-Cycler eingesetzt und die quantitative 
Echtzeit-PCR nach folgendem Schema gestartet werden: 
1. 1x   95 °C für 5 min 
2. 45x 65 °C für 15 sec 
3. 45x 60 °C für 1 min 
 
3.10 Proteinanalytik 
Zur Quantifizierung der Aktivität des Proliferations-assoziierten Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalwegs sowie der Expression des PSZ-Aktivierungsmarkers α-SMA wurden 
Immunoblotanalysen durchgeführt. Dazu wurden frisch aufgetaute PSZ in Standardmedium 
überführt und auf 12-well-Platten eingesät. Nach eintägiger Adhärenz wurden die Zellen mit 
den Vitamin-D Derivaten mittels Mediumwechsel inkubiert. Diese Inkubation wurde an Tag 4 
beendet. 
 
3.10.1 Probengewinnung  
Zur Gewinnung der Proben für die Proteinanalyse wurde zunächst das Standardmedium 
abgesaugt und 100 µl Probenpuffer auf die wells gegeben. Der Probenpuffer enthält 2%iges 
Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfat, SDS). Dieses anionische Tensid zerstört die 
nicht-kovalenten Wasserstoffbrückenbindungen der Proteine und sorgt so für eine 
Proteindenaturierung. Außerdem lagert sich das SDS an die Proteine an und bewirkt  deren 
Negativierung. Das ebenfalls im Probenpuffer enthaltene 5%ige β-Mercaptoethanol spaltet die 
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Disulfidbrückenbindungen der Proteine. Durch die oben genannten Denaturierungs- und 
Negativierungsvorgänge der Eiweiße werden diese für eine folgende SDS-Gelelektrophorese 
vorbereitet. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren konnten die Proteinextrakte in 1,5 ml 
Reaktionsgefäße überführt werden. Daraufhin wurden die Proben für 5 min bei 95 °C gekocht, 
um vorhandene Proteasen zu inaktivieren,  den Zellaufschluss und die Proteindenaturierung 
zu komplettieren und Proteinkomplexe in Lösung zu bringen. Abschließend wurden die 
gewonnenen Proteinextrakte für 5 min bei maximaler Beschleunigung und Rautemperatur 
zentrifugiert. Danach konnten die Proben bei -20 °C gelagert werden.  
 
3.10.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung der einzelnen Proteine wurde eine diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet. Dabei werden die Proteine in 
Abhängigkeit von ihrer Molekülmasse im elektrischen Feld aufgetrennt. Die Proteine wandern 
durch eine Gelmatrix aus Sammelgel und Trenngel aufgrund der zuvor durchgeführten 
Negativierung der Ladung durch SDS von der Kathode zur Anode. Das Sammelgel besitzt 
größere Poren und dient dazu, die Proteine am Übergang zum Trenngel zu konzentrieren. Das 
Trenngel ist feinporiger als das Sammelgel, sodass Eiweiße mit einer geringen Molekülmasse 
einfacher durch das Gel wandern können als solche mit einer großen Molekülmasse. Erst hier 
erfolgte die Auftrennung der jeweiligen Proteine nach der Größe.  
Substanz Menge 
H2O 3,35 ml 
Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,55 ml 
Acryamidstammlösung 40% 1,25 ml 
10% APS 33 µl 
TEMED 10 µl 








H2O 950 µl 
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 400 µl 
Acryamidstammlösung 40% 187,5 µl 
10% APS 10 µl 
TEMED 3 µl 
Tab. 3.8: Sammelgel-Zusammensetzung für ein Minigel 
 
Zur Analyse des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs und von α-SMA wurden Minigele verwendet. 
Nachdem die Größe der Auftragetaschen auf den Glaskammern markiert worden war, konnte 
das Trenngel bis zur Markierung gegossen und mit Aqua dest. überschichtet werden. Nach 
Polymerisation des Trenngels wurde das Aqua dest. abgegossen und das Sammelgel bis zum 
oberen Ende der Glasplatten hinzugegeben. Nun wurde der Kamm für die Auftragetaschen in 
das Sammelgel gesetzt und wiederum gewartet, bis das Sammelgel auspolymerisiert war. Der 
Kamm für die Auftragetaschen konnte nun entfernt und die Glasplatten in die mit 
Elektrophoresepuffer gefüllte Gelelektrophoresekammer überführt werden. Die Geltaschen 
wurden nun mit jeweils 20 µl der Proben befüllt. Als Protein-Molekulargewichtsmarker wurden 
2,5 µl Chameleon Duo Pre-stained Protein Ladder in eine Geltasche pipettiert. Die 
Gelelektrophorese wurde nun bei 200 V durchgeführt, bis die Lauffront der Proteine den 
unteren Rand der Glasplatten erreichte.  
 
3.10.3 Proteintransfer auf PVDF-Membran 
Der Proteintransfer vom Gel auf eine Polyvenylidenfluorid (PVDF)-Membran wurde mittels 
Tank-Blot unter durchgehend feuchten Bedingungen durchgeführt. Dazu wurde die PVDF-
Membran zunächst mit Methanol und Ethanol äquilibriert, um dann als Bestandteil eines 
„Sandwiches“ aus Schwamm-Pappe-Gel-PVDF-Membran-Pappe-Schwamm verwendet zu 
werden. Dieses „Sandwich“ wurde nun vertikal in den mit Transferpuffer gefüllten Tank-Blot 
gestellt. Das Blotting-Verfahren wurde über Nacht unter leichtem Rühren bei 100 mA und einer 
Raumtemperatur von 4 °C durchgeführt. Danach wurde die Membran für einige Minuten in 
PBS gewaschen und für eine Stunde mit Block-Puffer (1:5 in PBS pH 7,4 verdünnt) bei 4 °C 
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inkubiert, um frei gebliebene Bindungsstellen zu besetzen und somit unspezifische Bindungen 
des später hinzugegebenen Primärantikörpers zu verhindern. 
 
3.10.4 Spezifischer Proteinnachweis 
Die eingesetzten Primärantikörper wurden, wie in Tab. 3.9 angegeben, in Block-Puffer (1:5 in 
PBS, pH 7,4, verdünnt) verdünnt. Außerdem wurde 0,1% Tween-20 hinzugegeben. Daraufhin 
wurde der jeweilige Primärantikörper auf die Membran gegeben und konnte über Nacht bei 4 
°C unter leichtem Schütteln an das spezifische Protein binden. Im Anschluss daran wurde die 
Membran viermal für je 5 min mit PBS (pH 7,4) mit 0,1% Tween-20 gewaschen, sodass nicht 
gebundene Antikörpermoleküle entfernt werden konnten. Nun wurden die fluoreszierenden 
Sekundärantikörper hinzugegeben. Diese gegen Maus-IgG bzw. gegen Ratten-IgG 
gerichteten Sekundärantikörper waren mit den Fluoreszenzfarbstoffen IRDye 680CW (rot) 
oder IRDye 800CW (grün) gekoppelt. Die Sekundärantikörper wurden 1:5000 in Block-Puffer 
(1:5 verdünnt in PBS pH 7,4) und 0,1% Tween-20 verdünnt und für 30 min bei Raumtemperatur 
unter abgedunkelten Bedingungen auf die Membran gegeben. Daraufhin wurde die Membran 
abermals viermal für je 5 min mit PBS (pH 7,4) mit 0,1% Tween-20 gewaschen, um 
überschüssige Antikörper zu entfernen. Die jeweiligen Proteinbanden konnten nun mithilfe 
eines Odyssey Infrared Imaging Systems detektiert werden. Dazu wurde eine 
Anregungswellenlänge von 680 nm für IRDye 680CW und 800 nm für IRDye 800CW 
verwendet. Die Quantifizierung der Intensität der Proteinbanden erfolgte mit der Software 
Image Studio Lite Version 5.2.  
Antikörper 
Verdünnung in Block-Puffer 
und 0,1% Tween-20 
relative Molekülmasse des 
zugehörigen Proteins 
α-SMA 1:3000 42 kDa 
ERK 1/2 1:5000 44/42 kDa 
GAPDH 1:5000 37 kDa 
Phospho-ERK 1/2 1:1000 44/42 kDa 
Tab. 3.9: Verdünnung der eingesetzten Antikörper und relative Molekülmasse der zugehörigen 
Proteine 
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Um Proteine nachzuweisen, die eine identische oder ähnliche Molekulargröße hatten, wurde 
die Membran für zweimal 20 min mit Stripp-Puffer im Wasserbad bei 65 °C behandelt. So 
konnten gebundene Antikörper entfernt werden. Um den Erfolg dieses Waschvorgangs zu 
verifizieren, wurde die Membran am Odyssey Infrared Imaging System eingelesen. Sofern 
keine Proteinbanden mehr zu erkennen waren, war der Waschvorgang erfolgreich und ein 
neuer Primärantikörper konnte, nach einer einstündigen Behandlung mit Block-Puffer (1:5 in 
PBS gelöst, pH 7,4), auf die Membran gegeben werden.  
 
3.11 IL-6-Analyse mittels ELISA 
Zur Analyse der IL-6-Konzentration im Kulturmedium wurden vollständig aktivierte PSZ nach 
zweitägiger Adhärenz für 24 h mit den jeweiligen D-Vitaminen behandelt. Im Anschluss daran 
wurde das Standardmedium abpipettiert, in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und für 20 min 
bei Raumtemperatur und 1000 x g zentrifugiert. Der daraufhin gewonnene Mediumüberstand 
wurde in neue 1,5 ml Reaktionsgefäße pipettiert und bei -80 °C gelagert.  
Für die Quantifizierung der IL-6-Konzentration wurde ein kommerziell verfügbares IL-6 ELISA-
Kit verwendet. In einem ersten Schritt wurden die wells einer 96-well-Platte über Nacht mit 
einem gegen IL-6-gerichteten capture-Antikörper beschichtet. Nach mehreren Waschschritten 
mit Waschlösung konnten nun 100 µl der Proben auf die wells gegeben werden. Außerdem 
wurden 100 µl der nach Herstellerangaben verdünnten Standardlösungen in die wells 
pipettiert. Nun konnten die IL-6-Moleküle für 2 h bei Raumtemperatur am capture-Antikörper 
binden. Darauffolgende Waschschritte entfernten nicht gebundene Mediumbestandteile. 
Anschließend wurden 100 µl eines nach Herstellerangaben verdünnten Detektions-Antikörper 
auf die wells gegeben. Dieser an Biotin gekoppelte Detektions-Antikörper konnte nun für 1 h 
am IL-6-Antigen binden, sodass ein Konstrukt aus Antikörper-IL-6-Antigen-Antikörper 
resultierte. Das Antigen befindet sich also zwischen zwei Antikörpern, weshalb man bei dieser 
Detektionsmöglichkeit von Antigenen auch vom „Sandwich-Elisa“ spricht. Nach weiteren 
Waschvorgängen zur Entfernung von nicht gebundenen Detektionsantikörpern wurde nun 
Avidin-HPR-Lösung auf die wells pipettiert. Das Avidin bindet am Biotin des 
Detektionsantikörpers. Nach 30-minütiger Inkubation mit der Avidin-Lösung wurde nochmals 
gründlich gewaschen, bevor für 15 min ein Substrat in die wells gegeben wurde. Dieses 
Substrat wird von einer an Avidin gekoppelten Peroxidase gespalten, was in einem 
Farbumschlag resultierte. Diese Peroxidase-Reaktion wurde nach 15 min mit Schwefelsäure 
(1 M) abgestoppt und die Intensität des Farbumschlags konnte am Photometer bei 450 nm 
gemessen werden. Die Auswertung der Messwerte erfolge dann mit der Software 
ELISAanalysis.com.  
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3.12 Statistische Auswertung 
Die Untersuchungsergebnisse werden als Mittelwerte ± SEM (Standardabweichung des 
Mittelwertes) dargestellt. Die SEM berechnet sich dabei als Quotient aus der 
Standardabweichung und der Anzahl der jeweiligen Proben.  
Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS Statistics 22. Dabei wurde 
zunächst jeweils eine Testung der Werte auf Normalverteilung vorgenommen. Anschließend 
wurde ein nicht-parametrischer Test nach Kruskal-Wallis mit anschließendem Mann-Whitney 
U-Test durchgeführt, um statistische Signifikanzen zu analysieren. Lediglich die IL-6-ELISA-
Daten wurden anhand einer einfaktoriellen ANOVA auf Signifikanzen geprüft. In allen Fällen 

















4.1 Mikroskopische Beobachtungen kultivierter pankreatischer 
Sternzellen       
Für die nachfolgenden Versuche wurden kultivierte murine PSZ verwendet, die entweder 
sofort nach dem Auftauen der Zellen verwendet oder nach einmaliger Passagierung für die 
jeweiligen Versuche eingesetzt wurden. Auffällig ist, dass sich die Zellmorphologie der PSZ in 
beiden Versuchsanordnungen unterscheidet. Die frisch eingesäten Zellen (Abb. 4.1, A) 
besitzen einen rundlichen, eher flachen Zellkörper. Am dritten Tag der Adhärenz (Abb. 4.1, B) 
wirken die Zellkörper der PSZ schon verzweigt und auslaufend. Einmal passagierte PSZ 
(Abb. 4.2) imponieren mit schmalen Zellkörpern und sternförmig auslaufenden Fortsätzen. 
Diese, auch morphologisch erkennbare, Aktivierung der PSZ erfolgte durch den Kontakt mit 
dem Plastikboden der wells und die Versorgung der Zellen mit Mitogenen und 
Wachstumsfaktoren des eingesetzten Standardkulturmediums.  
 
4.2 Effekte der Vitamin D-Derivate auf die Zelltodrate 
passagierter PSZ 
Um den Einfluss der Vitamin D-Derivate auf den Zelltod passagierter PSZ zu analysieren, 
wurde ein Trypanblau-Ausschlusstest durchgeführt. Trypanblau kann ausschließlich die 
Membran toter Zellen passieren, färbt diese und erlaubt eine anschließende Zählung der blau 
gefärbten Zellen unter dem Lichtmikroskop. 
Die nachfolgende Abbildung zeigt, dass keines der drei Vitamin D-Derivate in einer 
Konzentration von 100 nM die Zelltodrate passagierter PSZ signifikant beeinflusst. In der 
unbehandelten Kontrolle konnten 5,3% toter PSZ nachgewiesen werden. Zwar war der Anteil 
der toten PSZ in den mit Vitamin D2 bzw. Vitamin D3 behandelten PSZ mit 7% bzw. 6,3% 
numerisch größer, doch stellten sich diese Unterschiede als nicht signifikant heraus. Die mit 
Calcipotriol behandelten PSZ wiesen einen Anteil toter PSZ von 4,2% auf, was einen nicht 
signifikanten Unterschied gegenüber der Kontrolle darstellte. 
 




Abb. 4.2: PSZ wurden einmalig passagiert, in Standardkulturmedium aufgenommen und auf 6-well-
Platten eingesät.  
A: Tag 1 nach Einsaat, 100-fache Vergrößerung 
B: Tag 3 nach Einsaat, 100-fache Vergrößerung 
 
Abb. 4.1: PSZ wurden frisch aufgetaut, in Standardkulturmedium aufgenommen und auf einer 6-
well-Platte eingesät.  
A: Tag 1 nach Einsaat, 100-fache Vergrößerung 
B: Tag 3 nach Einsaat, 100-fache Vergrößerung 
 





4.3 Einfluss der Vitamin D-Derivate auf das 
Proliferationsverhalten von PSZ 
Der Einfluss der Vitamin D-Derivate auf die Proliferationsrate von PSZ  wurde mittels BrdU-
Einbautest quantifiziert. BrdU wird während der Replikation in die sich verlängernde DNA 
eingebaut. 
Abb. 4.4 zeigt die BrdU-Inkorporation in frühe aktivierte PSZ in Abhängigkeit verschiedener 
Konzentrationen der unterschiedlichen D-Vitamine in Bezug auf eine Kontrollpopulation. Es 
zeigte sich, dass die D-Vitamine unabhängig von der eingesetzten Konzentration keinen 
Einfluss auf die Proliferationsaktivität der PSZ haben. Die Unterschiede im Vergleich zu einer 
mitgeführten Kontrolle sind nicht signifikant. 
Der BrdU-Einbau in passagierte und damit vollständig aktivierte PSZ ist in Abb. 4.5 dargestellt. 
Auch hier konnten keine signifikaten Unterschiede der in verschiedenen Konzentrationen 
eingesetzten Vitamin D-Derivate auf die Proliferationsaktivität der PSZ im Vergleich zur 

























Abb. 4.3: Einmalig passagierte PSZ wurden für 48 h mit den angegebenen Vitamin D-Derivaten in 
einer Konzentration von jeweils 100 nM behandelt. Die Zahl lebender und toter Zellen wurde mittels 
Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. 
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von 3 unabhängigen Kulturen pro Messpunkt. 



















































































Abb. 4.4: Frisch aufgetaute PSZ wurden in gleicher Dichte auf wells einer 96-well-Platte eingesät und 
nach eintägiger Adhärenz mit den Vitamin D-Derivaten in den angegebenen Konzentrationen 
behandelt. Nach 48-stündiger Inkubation mit den D-Vitaminen wurde BrdU (1:1000 verdünnt) 
hinzugegeben und der Versuch wiederum 24 h später abgestoppt. Der BrdU-Einbau wurde mittels 
eines ELISA quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von ≥ 12 unabhängigen Kulturen pro 
Messpunkt.  
 
Abb. 4.5: Einmal passagierte PSZ wurden in gleicher Dichte auf wells einer 96-well-Platte eingesät 
und nach eintägiger Adhärenz mit den Vitamin D-Derivaten in angegebener Konzentration behandelt. 
Nach 24-stündiger Inkubation mit den D-Vitaminen wurde BrdU (1:1000 verdünnt) hinzugegeben und 
der Versuch wiederum 24 h später abgestoppt. Der BrdU-Einbau wurde mittels eines ELISA 
quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von ≥ 18 unabhängigen Kulturen pro Messpunkt.  
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In einem weiteren BrdU-Assay wurde versucht, den Behandlungsablauf von PSZ einer 
finnischen Arbeitsgruppe (Bläuer et. al, 2015) nachzuvollziehen. Das experimentelle Design 
wurde dazu wie folgt verändert: Die Inkubation der zuvor einmal passagierten PSZ mit Vitamin 
D3 in den angegebenen Konzentrationen erfolgte erstmalig nach dreitägiger Adhärenz. An 
Tag 4 und Tag 7 wurde jeweils eine Erneuerung der D-Vitamine mittels Mediumwechsel 
durchgeführt. An Tag 9 wurde BrdU hinzugegeben und der Versuch an Tag 10 abgestoppt und 
mittels ELISA ausgewertet. Insgesamt wurden die PSZ für 7 Tage und damit deutlich länger 
als in den zuvor beschriebenen BrdU-Assays mit Vitamin D3 behandelt. Nachfolgend sind die 
Ergebnisse dieses BrdU-Assays unter dem Einfluss verschiedener Vitamin D3-
Konzentrationen in Bezug auf eine Kontrolle dargestellt. Hier wird deutlich, dass der BrdU-
Einbau in die PSZ unter dem Einfluss von 0,1 nM Vitamin D3 auf 88% absinkt. Diese 
Proliferationshemmung wird durch eine Steigerung der Vitamin D3-Dosis auf 1 nM verstärkt, 
sodass der BrdU-Einbau auf 67% abnimmt. Diese dosisabhängige Hemmung der PSZ-
Proliferation lässt sich durch eine nochmalige Steigerung der Dosis um den Faktor 10 jedoch 
nicht fortführen. So sinkt die PSZ-Proliferationsrate unter dem Einfluss von Vitamin D3 in einer 
Konzentration von 10 nM zwar auf 68% im Vergleich zur Kontrolle, verglichen mit der PSZ-
Proliferation unter dem Einfluss von Vitamin D3 in einer Konzentration von 1 nM steigt der 
Wert jedoch leicht um 1%. Alle beschriebenen Rückgänge der Proliferationsrate unter dem 
Einfluss verschiedener Vitamin D3-Konzentrationen sind jedoch mit einem p-Wert von 0,233 



































4.4 Wirkungen der Vitamin D-Derivate auf die Ausprägung der 
Lipidspeicher in den PSZ 
Ruhende PSZ zeichnen sich durch eine hohe Anzahl von Lipiden aus, die im Zytoplasma 
lokalisiert sind. Eine Aktivierung der PSZ führt zu einem Verlust der Lipide. So kann über eine 
Quantifizierung der Fetttröpfchen innerhalb der PSZ auf den Aktivierungszustand geschlossen 
werden. Ölrot färbt die Lipide in den PSZ, sodass die Lipidtröpfchen der PSZ daraufhin über 
eine Sichtung im Phasenmikroskop evaluiert werden können.  
Die nachfolgende Abb. 4.7 zeigt, dass sich frisch eingesäte PSZ und einmal passagierte PSZ 
in der Ausprägung der Fetttröpfchen unterscheiden. Um diese Unterschiede semiquantitativ 
zu erfassen, wurde ein Scoring-Schema (Abb. 4.7, A) etabliert, das im Methodenteil (3.6) 
detailliert beschrieben ist. Die Befundung erfolgte durch zwei unabhängige Beobachter anhand 
verblindeter Präparate.  
Während die Kontrollpopulation der frisch eingesäten und in der Folge frühen aktivierten PSZ 
mit einem Score von 1,5 ± 0,08 eingestuft wurde, wurden die frühen aktivierten PSZ unter 
Vitamin D2-Einfluss mit 2,1 ± 0,11 bewertet. Auch die Scores für die mit Vitamin D3 und 
Calcipotriol behandelten PSZ lagen mit Scoring-Werten von 2 ± 0,12 bzw. 2 ± 0,07 über dem 
Score der Kontrollpopulation. Die Effekte der D-Vitamine auf die Ausprägung PSZ-
Lipidspeicher im Vergleich zu einer Kontrolle waren statistisch signifikant.  
Die Ausprägung der Lipidtröpfchen passagierter und damit vollständig aktivierter PSZ wurde 
unter dem Einfluss von Vitamin D2 und Calcipotriol mit einem Score von 1,9 ± 0,1 bzw. 1,8 ± 
0,08 höher bewertet als bei einer mitgeführten Kontrollpopulation (1,6 ± 0,07). Mit Vitamin D3 
behandelte PSZ wurden mit einem Wert von 1,5 ± 0,05 bewertet, was unter dem Wert der 
Kontrollpopulation liegt. Alle beschriebenen Effekte der Vitamin D-Derivate auf die Ausprägung 
der PSZ-Lipidspeicher verglichen mit einer Kontrollpopulation waren nicht signifikant.  
Insgesamt konnte anhand der durchgeführten Versuche ein signifikanter Anstieg der 
Lipidausprägungen in frisch aufgetauten PSZ im Vergleich zu einer Kontrolle ausgemacht 
werden. Diese Effekte der D-Vitamine konnten in einmal passagierten PSZ hingegen nicht 
beobachtet werden.   
Abb. 4.6: Einmal passagierte PSZ wurden nach dreitägiger Adhärenz mit Vitamin D3 in den 
angegebenen Konzentrationen behandelt. Ein Wechsel des Standardmediums bzw. von Vitamin D3 
erfolgte an Tag 4 und Tag 7 nach Passagierung. An Tag 9 wurde BrdU (1:1000 verdünnt) 
hinzugegeben und der Versuch wiederum 24 h später abgestoppt. Die DNA-Syntheserate wurde 
mittels BrdU-Einbautest detektiert. Angegeben wurden die Mittelwerte ± SEM von 6 unabhängigen 
Kulturen pro Messpunkt. 
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4.5 Effekte der D-Vitamine auf die Ausprägung von α-SMA-
Fasern in den PSZ 
Die Ausprägung von α-SMA-Fasern ist charakteristisch für aktivierte PSZ, wohingegen die 
Ausprägung solcher Fasern in ruhenden PSZ nicht oder nur gering nachzuweisen ist. Somit 
kann die Ausprägung der α-SMA-Fasern in den PSZ einen Anhaltspunkt für den 
Aktivierungszustand der PSZ geben. Mittels Immunfluoreszenzfärbungen konnten die α-SMA-
Fasern visualisiert und im Anschluss daran unter einem Fluoreszenzmikroskop gesichtet 
werden.  
Zur semiquantitativen Beurteilung der α-SMA-Ausprägung in den PSZ wurde ebenfalls ein 
Scoring-Schema (Abb. 4.8, A) erstellt, das im Methodenteil (3.7) näher beschrieben ist. 
Anhand verblindeter Präparate konnte die Ausprägung der α-SMA-Fasern beurteilt werden.  
Die Effekte der verschiedenen D-Vitamine auf frisch aufgetaute und im Verlauf frühen 
aktivierten PSZ sind in Abb. 4.8, B dargestellt. Die α-SMA-Ausprägung in den PSZ der 
Kontrollpopulation wurde mit einem Wert von 2,5 ± 0,1 bewertet. Die Ausprägung der stress-
fibers in den mit Vitamin D2 und Vitamin D3 behandelten PSZ wurde mit einem Score von 1,6 
± 0,2 bzw. 1,4 ± 0,2 bewertet. Auch die mit Calcipotriol behandelten PSZ wurden mit einem 
Wert von 1,2 ± 0,2 eingestuft, sodass auch hier von einem Rückgang der Organisation des α-
SMA-Zytoskellets ausgegangen werden kann. Insgesamt sind die Effekte aller Vitamin D-
Derivate auf die α-SMA-Ausprägung in den PSZ mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich zur 
Kontrolle signifikant.  
Die α-SMA-Ausprägung in passagierten PSZ unter dem Einfluss der Vitamin D-Derivate ist in 
Abb. 4.8, B dargestellt. Während die Ausprägung der α-SMA-Fasern in den PSZ der Kontrolle 
mit 2,4 ± 0,1 bewertet wurde, wurde die α-SMA-Ausprägung in den mit Vitamin D2 bzw. 
Vitamin D3 behandelten Zellen mit 2,7 ± 0,1 bzw. 2,6 ± 0,1 bewertet. Die Organisation des α-
SMA-Zytoskellets der PSZ unter Calcipotriol-Einfluss erreichte einen Score von 2,4 ± 0,1. Die 
Wirkungen der eingesetzten D-Vitamine auf die Ausprägung der α-SMA-Fasern in 
passagierten PSZ sind verglichen mit einer Kontrolle nicht signifikant. Unter den Einflüssen 
der Vitamin D-Derivate konnte die Ausprägung der α-SMA-Fasern in frisch aufgetauten PSZ 
Abb. 4.7: PSZ in Primärkultur (d1-d4) sowie nach einmaliger Passage  (d1-d3) wurden mit den 
angegebenen Vitamin D-Derivaten in einer Konzentration von jeweils 100 nM behandelt. Anschließend 
wurden intrazelluläre Lipidtröpfchen mittels Ölrotfärbung visualisiert. Anhand verblindeter Präparate 
erfolgte durch 2 unabhängige Beobachter eine semiquantitative Befundevaluation unter Einsatz eines 
Scores von 0-3 (A). In (B) angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von ≥ 14 Untersuchungen pro 
Messpunkt. *p<0.05 (Mann-Whitney-Test mit Bonferroni-Korrektur) 
 





im Vergleich zur Kontrolle signifikant gesenkt werden, wohingegen die D-Vitamine keine 
signifikanten Effekte auf die α-SMA-Ausprägung in passagierten PSZ hatten.  
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4.6 Einflüsse der Vitamin D-Derivate auf die Seneszenz von PSZ 
Anhand einer Seneszenz-assoziierten-β-Galactosidase-Färbung (SA-β-Gal-Färbung) können 
seneszente Zellen von noch teilungsfähigen Zellen innerhalb einer Zellkultur abgegrenzt 
werden. Seneszente Zellen sind als teilungsunfähig definiert, sodass eine Analyse 
seneszenter Zellen einen Rückschluss auf die diesbezügliche Aktivität der Zellpopulation 
zulässt. 
In der nachfolgenden Abb. 4.9 sind lichtmikroskopische Aufnahmen dargestellt, die die mit den 
verschiedenen D-Vitaminen behandelten Zellpopulationen nach einer SA-β-Gal-Färbung 
zeigen. Dabei lässt sich erkennen, dass optisch keine Unterschiede in der Dichte blau 
gefärbter, seneszenter Zellen in Abhängigkeit der Behandlung der PSZ auszumachen sind. 
Auch war der Anteil seneszenter Zellen insgesamt minimal. Auf eine (semi)quantitative 
Evaluation wurde deshalb verzichtet. Die verwendeten D-Vitamine haben demnach keinen 

















Abb. 4.8: PSZ in Primärkultur (d1-d4) sowie nach einmaliger Passage  (d1-d3) wurden mit den 
angegebenen Vitamin D-Derivaten in einer Konzentration von jeweils 100 nM behandelt. 
Anschließend wurden α-SMA-Fasern mittels Immunfluoreszenzfärbung visualisiert; eine 
Gegenfärbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI. Anhand verblindeter Präparate nahmen 2 
unabhängige Beobachter eine semiquantitative Befundung unter Einsatz eines Scores von 0-3 (A) 
vor. In (B) angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von ≥ 12 Untersuchungen pro Messpunkt. *p<0.05 
(Mann-Whitney-Test mit Bonferroni-Korrektur) 
4. Ergebnisse                                                                                                                                                    55 
 
  
                                                           
 
 
                             
                         Vitamin D3                                               Calcipotriol 











Abb. 4.9: Ein subkonfluent mit PSZ bewachsenes well einer 6-well-Platte wurde abgeerntet und die 
Zellen auf 3 wells einer 6-well-Platte eingesät. Dieser Vorgang der Passagierung wurde nach 2 Tagen 
Adhärenz der Zellen wiederholt. Nach 6 Tagen Adhärenz wurde wiederum ein mit PSZ bewachsenes 
well abgeerntet und 750 PSZ / well auf Deckgläschen einer 24-well-Platte eingesät. Nach eintägiger 
Adhärenz wurden die PSZ für 48 h mit den angegebenen Vitamin D-Derivaten in einer Konzentration 
von 100 nM inkubiert.  Die Markierung seneszenter PSZ (       )  erfolgte mit einer Seneszenz-
assoziierten-β-Galactosidase-Färbung. Eine Gegenfärbung der Kerne erfolgte mit Kernechtrot (100-
fache Vergrößerung). Die Abbildungen verstehen sich jeweils als repräsentative Ausschnitte aus 3 
unabhängigen Kulturen. 
        Vitamin D2       Kontrolle 
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4.7 Effekte der D-Vitamine auf die Expression ausgewählter 
PSZ-Gene 
Um die Einflüsse der Vitamin D-Derivate auf die Expression verschiedener PSZ-Gene zu 
evaluieren, wurden Echtzeit-PCR-Analysen durchgeführt. So konnte die mRNA-Expression 
ausgewählter Gene passagierter und somit vollständig aktivierter PSZ ausgewertet werden.  
Nachfolgende Abb. 4.10 zeigt, dass die Expression des Vitamin D-Rezeptors (VDR) unter dem 
Einfluss der eingesetzten D-Vitamine im Vergleich zu einer Kontrollpopulation anstieg. So 
steigerte Vitamin D2 die VDR-Expression auf 209% verglichen mit einer als 100% 
angesehenen Kontrolle. Auch PSZ, die mit Vitamin D3 bzw. Calcipotriol behandelt wurden, 
wiesen eine VDR-Expression von 321% bzw. 280% auf. Diese Effekte sind im Vergleich mit 
einer Kontrollpopulation mit einem p-Wert < 0,05 statistisch signifikant. 
Weiterhin wurde der Einfluss der D-Vitamine auf die Expression von Interleukin-6 (IL-6) 
untersucht. Hier konnte festgestellt werden, dass die IL-6-Expression der PSZ unter Vitamin 
D2-Einfluss auf 51%, bezogen auf eine 100%ige Kontrolle, gesenkt werden konnte. Ähnliche 
Wirkungen konnten unter dem Einfluss von Vitamin D3 und Calcipotriol ausgemacht werden. 
Auch hier war eine Senkung der IL-6-Expression auf 58% bzw. 57% festzustellen. Dieser 
Rückgang der IL-6-Expression der passagierten PSZ unter dem Einfluss aller eingesetzten D-
Vitamine ist verglichen mit einer mitgeführten Kontrolle signifikant.  
Die Wirkungen der D-Vitamine auf die Expression von α-1-Typ-1-Kollagen (Col1a1) der PSZ 
wurden ebenfalls untersucht und analysiert. Es ist erkennbar, dass keines der drei 
eingesetzten D-Vitamine die Col1a1-Expression signifikant beeinflusst.  
Die Einflüsse der Vitamin D-Derivate auf die Gen-Ausprägung des Transforming growth factor-
β1 (TGF-β1) der PSZ wurden ebenfalls evaluiert. Zwar sinkt die TGF-β1-Expression unter dem 
Einfluss von Vitamin D2, Vitamin D3 und Calcipotriol auf 97%, 93% und 86%, verglichen mit 
einer TGF-β1-Expression von 100% in einer Kontrolle, doch sind diese Wirkungen der D-
Vitamine mit einem p-Wert von 0,243 nicht signifikant.  
Vitamin D2 und Calcipotriol senken die Genexpression der Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-
2) der PSZ auf 71% bzw. 75%, wohingegen die MMP-2-Ausprägung unter dem Einfluss von 
Vitamin D3 auf 95% sinkt. Da auch hier der p-Wert der MMP-2-Ausprägung der PSZ unter den 
Einflüssen der D-Vitamine verglichen mit einer unbehandelten Kontrolle oberhalb der 
Signifikanzschwelle liegt, sind die D-Vitamin-Effekte nicht signifikant.  
Darüber hinaus wurde die α-SMA-Expression unter den jeweiligen Vitamin D-Einflüssen 
untersucht. Während unter Vitamin D2-Inkubation die α-SMA-Ausprägung auf 86% sank, 
entsprach die α-SMA-Expression unter Calcipotriol mit 100% der α-SMA-Expression der 
Kontrolle. Unter dem Einfluss von Vitamin D3 stieg die α-SMA-Expression auf 103%. Auch 
diese Werte beziehen sich auf eine α-SMA-Ausprägung von 100% in einer PSZ-





Kontrollpopulation. Mit einem p-Wert von 0,266 sind die Vitamin D-Effekte auf die α-SMA-
Expression im Vergleich mit einer Kontrolle nicht signifikant.  
Mehrmalige Versuche von Genexpressionsanalysen aus frühen aktivierten PSZ  blieben 

































































































































































4.8 Wirkungen der Vitamin D-Derivate auf die Expression 
ausgewählter Proteine der PSZ 
Zur Beurteilung der Spiegel ausgewählter Proteine in ruhenden PSZ unter dem Einfluss der 
D-Vitamine wurden Immunoblotanalysen durchgeführt.  
Zunächst wurde die Expression von α-SMA als Aktivierungsmarker der PSZ unter den 
Einflüssen der Vitamin D-Derivate  beurteilt. Dabei zeigte sich, dass schon rein optisch die 
Intensitäten der α-SMA-Banden unter den Einflüssen der D-Vitamine im Vergleich zu einer 
mitgeführten Kontrollbande abnahmen (Abb. 4.11, A). Dieser Eindruck konnte durch eine 
anschließende Quantifizierung der Intensitäten der α-SMA-Banden bestätigt werden. So 
wurde die α-SMA-Expression in ruhenden PSZ unter dem Einfluss von Vitamin D2 auf 37 % 
und unter Vitamin D3-Einfluss auf 32% gesenkt (Abb. 4.11, B). PSZ, die mit Calcipotriol 
behandelt wurden, verminderten die Expression von α-SMA auf 39 %. Alle Werte beziehen 
sich auf die α-SMA-Spiegel in einer PSZ-Kontrollpopulation. Die Effekte der D-Vitamine sind 
mit einem p-Wert < 0,05 im Vergleich mit einer unbehandelten Kontrolle statistisch signifikant.  
Weiterhin wurden die Wirkungen der Vitamin D-Derivate auf den Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalweg untersucht, indem die Spiegel der Extracellular-signal regulated Kinase (ERK) 1 
und 2 und der phosphorylierten Metabolite P-ERK 1 und 2 analysiert wurden. Dazu wurde die 




























Abb. 4.10: Einmalig passagierte PSZ wurden für 24 h mit den angegebenen Vitamin D-Derivaten in 
einer Konzentration von jeweils 100 nM behandelt. Die mRNA-Expression der angegebenen Gene 
wurde mittels Real-time PCR unter Einsatz spezifischer taqman-Sonden analysiert; zum Abgleich 
diente HPRT als housekeeping-Gen. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von ≥ 8 Proben pro 
Messpunkt. *p<0.05 (Mann-Whitney-Test mit Bonferroni-Korrektur) 





                           
                            
                            









Weiterhin wurden die Wirkungen der Vitamin D-Derivate auf den Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalweg untersucht, indem die Spiegel der Extracellular-signal regulated Kinase (ERK) 1 
und 2 und der phosphorylierten Metabolite P-ERK 1 und 2 analysiert wurden. Dazu wurde die 
Ratio P-ERK/ERK gebildet. Unter Vitamin D2-Einfluss stieg die Ratio P-ERK/ERK in den 






















Abb. 4.11: PSZ in Primärkultur (d1-4) wurden mit den angegebenen D-Vitaminen in einer 
Konzentration von jeweils 100 nM behandelt. Im Anschluss daran wurden die Proben mittels Western-
Blot-Analysen ausgewertet. Die Quantifizierung der Banden (A) wurde anhand der Signalintensitäten 
mit der Odyssey Software 3.0 analysiert. Die jeweiligen Quotienten aus α-SMA und GAPDH 
(housekeeping-Protein) sind in B als Mittelwerte ±  SEM von 5 unabhängigen Kulturen pro Messpunkt 
dargestellt. *p<0,05 (Mann-Whitney-Test mit Bonferroni Korrektur)  
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D3 und Calcipotriol steigerten die P-ERK/ERK-Ratio auf 164% bzw. 169% verglichen mit einer 
mitgeführten Kontrolle. Diese Effekte sind, verglichen mit einer unbehandelten Kontrolle, nicht 
signifikant, was durch einen p-Wert von 0,67 begründet wird. 
 
 
                            
                            





















Abb. 4.12: PSZ in Primärkultur (d1-4) wurden mit den angegebenen D-Vitaminen in einer Konzentration 
von jeweils 100 nM behandelt. Im Anschluss daran wurden die Proben mittels Western-Blot-Analysen 
ausgewertet. Die Quantifizierung der Banden (A) wurde anhand der Signalintensitäten mit der Odyssey 
Software 3.0 analysiert. Die jeweiligen Quotienten aus P-ERK und ERK sind in B als Mittelwerte ±  SEM 
von 6 unabhängigen Kulturen pro Messpunkt dargestellt. Die GAPDH-Banden sind zur Kontrolle der  
Taschenbeladung gezeigt. 
P-ERK 1 44 kDa 
 
 
P-ERK 2 42 kDa 
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4.9 Die Wirkungen der D-Vitamine auf die IL-6-Konzentrationen 
im Kulturmedium der PSZ 
Zur Bestimmung der Effekte der Vitamin D-Derivate auf die IL-6-Konzentrationen im 
Kulturmedium von passagierten PSZ wurde ein IL-6-spezifischer ELISA verwendet.  
Abb. 4.13 zeigt, dass die IL-6-Konzentration im Kulturmedium von mit Vitamin D2 behandelten 
PSZ von 306 pg/ml in der Kontrollpopulation auf 183 pg/ml abfiel. Dies entspricht einer IL-6-
Konzentrationsabnahme von etwa 40% in Bezug auf die Kontrolle, was mit einem p-Wert < 
0,05 einen signifikanten Rückgang der IL-6-Konzentration im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle im Kulturmedium vollständig aktivierter PSZ bedeutet. Die IL-6-Konzentration im 
Kulturmedium der PSZ unter Vitamin D3-Einfluss nahm um 33% von 306 pg/ml in der 
Kontrollpopulation auf 206 pg/ml in der mit Vitamin D3 behandelten PSZ ab. Diese Vitamin 
D3-Effekte auf die IL-6-Konzentration im Kulturmedium, bezogen auf eine mitgeführte 
Kontrolle, sind mit einem p-Wert < 0,05 statistisch signifikant. Auch in den mit Calcipotriol 
behandelten PSZ konnte ein Rückgang der IL-6-Konzentration im Kulturmedium um 19% auf 
247 pg/ml gemessen werden. Dieser Rückgang der IL-6-Konzentration im Kulturmedium der 
PSZ unter Calcipotriol-Inkubation ist mit einem p-Wert von 0,141 im Vergleich zur 




































Abb. 4.13: Nach 24-stündiger Inkubation von einmal passagierten mPSZ mit den angegebenen 
Vitamin D-Derivaten in einer Konzentration von jeweils 100 nM wurden die Mediumüberstände 
gewonnen, zentrifugiert und mittels IL-6 ELISA-Kit analysiert. Im Anschluss an die Inkubationsschritte 
konnte die Absorption der Proben bei 450 nm am Photometer gemessen werden. Die Analyse der 
Messwerte erfolgte mit der Software elisaanalysis.com. Dabei wurde das Verfahren der Vier-
parametrischen logistischen Regression verwendet. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von 6 
Untersuchungen pro Messpunkt. *p<0.05 (Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Korrektur)   




Das Pankreaskarzinom und die chronische Pankreatitis verursachen einen fibrotischen 
Umbau des Pankreas, dessen Pathogenese maßgeblich durch die Aktivierung von PSZ 
geprägt wird. Die Auswirkungen dieser Pankreasfibrose können sowohl exokrine als auch 
endokrine Funktionseinschränkungen des Organs bedingen. In dieser Arbeit wurde der 
Einfluss der D-Vitamine Vitamin D2, Vitamin D3 und Calcipotriol auf murine PSZ in vitro 
untersucht. Die Effekte der Vitamin D-Derivate wurden dafür zum einen auf passagierte und 
dadurch aktivierte PSZ, zum anderen auf frisch aufgetaute und in der Folge frühe aktivierte 
PSZ untersucht. 
 
5.1 Vitamin D-Effekte auf vollständig aktivierte PSZ 
5.1.1 Auswirkungen auf das Zellwachstum 
Zur Quantifizierung der Effekte der D-Vitamine auf die Proliferationsaktivität von vollständig 
aktivierten PSZ wurde ein BrdU-Einbautest durchgeführt. Dazu wurden die PSZ für 48 h mit 
den verschiedenen D-Vitaminen in den aufsteigenden Konzentrationen 1 nM, 10 nM, 100 nM 
und 1000 nM behandelt. Es konnte herausgestellt werden, dass weder Vitamin D2 oder 
Vitamin D3 noch Calcipotriol, unabhängig von den jeweiligen Konzentrationen, die 
Proliferationsaktivität der PSZ signifikant verändern.  
Diese Ergebnisse stehen tendenziell im Widerspruch zu anderen Arbeiten mit D-Vitaminen 
und deren Einfluss auf die Proliferationsaktivität von Zellen aus anderen Organsystemen. So 
konnten Fraczek et al., 2015 hemmende Effekte von verschiedenen Vitamin D-Analoga auf 
unterschiedliche Krebszelllinien nachweisen. Vor allem proliferationshemmende Effekte von 
D-Vitaminen auf Melanomzellen wurden häufig beschrieben (Spath et al., 2017 und Wasiewicz 
et al., 2018). Diese Arbeitsgruppen verwendeten allerdings allesamt andere Methoden, um 
das Zellwachstum zu quantifizieren. Weiterhin wurden in den zitierten Arbeiten Tumorzelllinien 
verwendet, während in der eigenen Arbeit Primärzellen zum Einsatz kamen. Relevanter ist 
deshalb die folgende Publikation: 
Bläuer et al. stellten 2015 wachstumshemmende Effekte von Vitamin D3 in vergleichsweise 
niedrigen Konzentrationen auf vollständig aktivierte PSZ heraus, die dosisabhängig waren. Die 
verwendeten PSZ wurden allerdings, anders als in den eigenen Studien, vor der Vitamin D3-
Inkubation mehrfach passagiert und für 7 Tage mit Vitamin D3 behandelt. Zur Quantifizierung 
des Zellwachstums wurde ein Kristallviolett-Assay verwendet.  
Um zu eruieren, ob die Dauer der Vitamin D3-Inkubation einen Einfluss auf die 
Proliferationsaktivität der PSZ hat, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein weiterer BrdU-
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Einbautest durchgeführt, der sich am oben beschriebenen Versuchsprotokoll von Bläuer et al. 
orientiert. Zwar konnte ein Rückgang des BrdU-Einbaus unter 0,1 nM Vitamin D3 auf 88% und 
unter 1 nM Vitamin D3 auf 67% im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Diese 
wachstumshemmenden Effekte waren allerdings nicht signifikant und konnten, anders als die 
finnische Arbeitsgruppe zeigte, nicht dosisabhängig fortgeführt werden. So sank der BrdU-
Einbau unter einer Vitamin D3-Gabe von 10 nM zwar auf 68% im Vergleich zur Kontrolle, was 
jedoch einen Anstieg um 1% im Vergleich zur Vitamin D3-Behandlung in einer Konzentration 
von 1 nM bedeutet. Neben der Verwendung eines anderen Assays zur Analyse der 
Proliferationsaktivität, nutzten Bläuer et al. mit der Auswachs-Methode, die 1998 von Bachem 
et al. erstmals angewendet wurde, eine andere Möglichkeit, um die PSZ aus Mäusen zu 
gewinnen, als die in dieser Arbeit beschriebene Nycodenz-Dichtegradientenzentrifugation. 
Möglicherweise wurde dadurch eine andere Subpopulation von PSZ isoliert. Es kann daher 
nicht ausgeschlossen werden, dass methodische Unterschiede ursächlich für die 
abweichenden Ergebnisse sind. In den eigenen Versuchen erwies es sich darüber hinaus als 
schwierig, die Kulturbedingungen über den für einen biologischen Assay recht langen Zeitraum 
von 7 Tagen so konstant zu halten, dass reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden konnten.  
 
5.1.2 Effekte auf die Zelltodrate 
Um eine zytotoxische Wirkung der D-Vitamine auszuschließen, wurde ein Trypanblau-
Ausschlusstest durchgeführt. Zwar stieg der Anteil toter PSZ unter den Einflüssen von Vitamin 
D2 bzw. Vitamin D3 von 5,3% in der Kontrolle auf 7% bzw. 6,3%. Da dieser Anstieg jedoch 
unterhalb der Signifikanzschwelle liegt, kann davon ausgegangen werden, dass weder Vitamin 
D2 noch Vitamin D3 einen toxischen Effekt auf aktivierte PSZ haben. Unter dem Einfluss von 
Calcipotriol sank der Anteil toter Zellen auf 4,2%.  
 
5.1.3 Auswirkungen auf die Ausprägung von Lipidtröpfchen  
Apte et al. zeigten bereits 1998, dass ruhende PSZ eine Vielzahl an Vitamin A-speichernden 
Lipidtröpfchen ausbilden, die eines der Charakteristika des ruhenden Phänotyps darstellen. 
Um zu eruieren, ob D-Vitamine vollständig aktivierte PSZ in einen ruhenden Phänotyp 
zurückführen können, wurden bereits passagierte PSZ mit jeweils 100 nM der jeweiligen 
Vitamin D-Derivate behandelt, mit Ölrot gefärbt, auf Deckgläschen übertragen und die 
Präparate verblindet. Eine anschließende Beurteilung der Ausprägung der Lipidtröpfchen 
innerhalb der PSZ, anhand des im Methodenteil (Tab. 3.3) beschriebenen Scoring-Schemas, 
wurde von zwei unabhängigen Untersuchern durchgeführt.  
5. Diskussion                                                                                                                                                    65 
 
  
Die Ausprägung der Lipidtröpfchen unter dem Einfluss von Vitamin D2 und Calcipotriol stieg 
mit einem Scoring-Wert von 1,9 bzw. 1,8 im Vergleich zur mit 1,6 bewerteten Kontrolle leicht 
an. Demgegenüber sank der Score für die Ausbildung der Fetttröpfchen innerhalb der mit 
Vitamin D3 behandelten PSZ auf 1,5. Alle Veränderungen waren nicht signifikant, sodass 
keines der D-Vitamine eine verstärkte Ausprägung von Lipidtröpfchen innerhalb der PSZ 
herbeiführen konnte. Daraus lässt sich schließen, dass die durch die vollständige Aktivierung 
der PSZ verminderte Ausprägung der Lipidtröpfchen unter dem Einfluss der untersuchten 
Vitamin D-Derivate nicht rückgängig gemacht werden kann.  
 
5.1.4 Einfluss auf die Ausbildung von α-SMA-Fasern 
Die Ausbildung von α-SMA-Fasern ist charakteristisch für Myofibroblasten. Myofibroblasten 
sind kontraktile Zellen, die in der Wundheilung, aber auch in der Fibro- und Onkogenese eine 
wichtige Rolle spielen (Rao et al., 2014). Die auch als stress fibers bezeichneten α-SMA-
Elemente sind neben der Kontraktilität der Myofibroblasten auch für die fokale Adhäsion der 
Zellen verantwortlich (Hinz et al., 2003).  
Dass aktivierte PSZ vermehrt α-SMA-Fasern ausbilden und kontraktil sind, demnach einen 
myofibroblastären Phänotyp darstellen, erkannten Apte et al., 1998.  
Mittels Immunfluoreszenzfärbungen wurde der Einfluss der D-Vitamine auf die Ausbildung der  
stress fibers in den PSZ  analysiert. Die Auswertung fußte einmal mehr auf einem Scoring-
System (Tab. 3.4), das dem der Auswertung der Ölrotfärbungen von Lipidtröpfchen ähnelt und  
von zwei unabhängigen Untersuchern angewendet wurde.  
Während der Scoring-Mittelwert der mit Calcipotriol behandelten PSZ mit 2,4 dem der 
Kontrolle entsprach, stieg die α-SMA-Ausprägung in den PSZ unter den Einflüssen von 
Vitamin D2 und Vitamin D3 auf 2,7 bzw. 2,6 an. Alle auf die Kontrolle bezogenen Unterschiede 
lagen unterhalb des Signifikanzniveaus.  
Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die verwendeten D-Vitamine die α-SMA-
Ausbildung innerhalb aktivierter PSZ nicht beeinflussen. Sowohl die Verminderung von 
Lipidtröpfchen als auch die Zunahme der α-SMA-Fasern sind Charakteristika von aktivierten 
PSZ. Diese Aktivierung scheint durch den Einsatz der verwendeten Vitamin D-Derivate nicht 
reversibel, sodass die verwendeten D-Vitamine, auf den hier untersuchten Ebenen, nicht 
imstande sind, aktivierte PSZ in einen ruhenden Phänotypen zurückzuführen.  
 
5.1.5 Effekte auf die Seneszenz  
Die Auswirkungen der Vitamin D-Derivate auf die Seneszenz aktivierter PSZ wurden mittels 
Seneszenz-assoziierter-β-Galactosidase-Färbung (SA-β-Gal) durchgeführt. β-Galactosidasen 
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sind lysosomale Enzyme, die teilungsunfähige Zellen charakterisieren (Lee et al., 2006). 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Verkürzung der Telomere ebenfalls ein 
Merkmal seneszenter Zellen ist (Bernadotte et al., 2016). Fitzner et al. arbeiteten 2012 heraus, 
dass der Anteil seneszenter PSZ im Pankreas mit dem Ausmaß der Schädigung des 
Pankreasgewebes korreliert. So konnten seneszente PSZ vor allem in fibrotischen Bereichen 
des Pankreas nachgewiesen werden. Auch stellte diese Forschungsgruppe fest, dass 
seneszente Zellen nur in geringem Maße die für aktivierte PSZ charakteristischen α-SMA-
Fasern ausbilden.   Die in dieser Arbeit getesteten D-Vitamine beeinflussen den Anteil 
seneszenter PSZ in Kulturen aktivierter PSZ nicht. Die Vitamin D-Derivate sind also nicht 
imstande, eine Seneszenz aktivierter PSZ herbeizuführen. Insgesamt war der Anteil 
seneszenter Zellen in den SA-β-Gal gefärbten Präparaten sehr gering. Deshalb wurde auf eine 
weiterführende Auswertung der Ergebnisse verzichtet.  
 
5.1.6 Auswirkungen auf die Expression ausgewählter Gene 
Um die Effekte der D-Vitamine auf die Expression ausgewählter Gene aktivierter PSZ 
darzustellen, wurden Echtzeit-PCR-Messungen durchgeführt.  
Mit der Analyse der Vitamin D-Rezeptor (VDR)-Expression in PSZ sollte überprüft werden, ob 
PSZ als molekulares Target von Vitamin D-Präparaten in Frage kommen, was Sherman et al., 
2014 suggerierten. Ein Anstieg des VDR unter dem Einfluss der D-Vitamine würde implizieren, 
dass der VDR infolgedessen als Transkriptionsfaktor Effekte auf andere Gene innerhalb der 
PSZ ausüben kann. Dass auch Organe, die keinen Zusammenhang mit der 
Calciumhomöostase aufweisen, den VDR exprimieren, wurde schon im Jahre 1980 von 
Colston et al. herausgearbeitet.  
Alle eingesetzten D-Vitamine erhöhen die Expression des VDR in aktivierten PSZ signifikant. 
Unter dem Einfluss von Vitamin D2, Vitamin D3 und Calcipotriol stieg die VDR-Expression auf  
209%, 321% bzw. 280%, verglichen mit einer auf 100% gesetzten Kontrolle, an. Lee et al. 
konnten 2015 nachweisen, dass Vitamin A-Metabolite, das Parathormon und 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 die Expression des VDR Up-regulieren.  
Die Untersuchung der Expression von Interleukin-6 (IL-6) zielte darauf ab, den Einfluss der D-
Vitamine auf ein Zytokin zu untersuchen, das Tanaka et al., 2014, in einer 
zusammenfassenden Arbeit als proinflammatorisches und vor allem profibrotisches Interleukin 
beschrieben. Der fördernde Effekt auf das Wachstum von Bindegewebe wird dabei durch eine 
Aktivierung von Fibroblasten begründet. Aoki et al., 2006 stellten heraus, dass IL-6 vor allem 
autokrine Effekte auf PSZ hat, die die Aktivierung dieser Zellen fördern.  
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Unter dem Einfluss aller eingesetzten Vitamin D-Derivate kann die Expression von IL-6 
signifikant gehemmt werden. Aktivierte PSZ, die mit Vitamin D2, Vitamin D3 beziehungsweise 
Calcipotriol behandelt wurden, exprimierten 51%, 58% beziehungsweise 57% IL-6, verglichen 
mit einer als 100% angesehenen Kontrolle. Somit schwächen alle eingesetzten D-Vitamine die 
IL-6-Expression, was eine Hemmung der Aktivierung noch ruhender PSZ zur Folge haben 
könnte. 
Zur Analyse der Effekte der Vitamin D-Derivate auf die Expression von Genen, die für die 
Kollagensynthese verantwortlich sind, wurde das α-1-Typ-1-Kollagen (Col1A1)-Gen 
untersucht. Dieses Gen kodiert für das Kollagen Typ 1, das maßgeblicher Bestandteil des 
fibrotischen Bindegewebes ist (Chan et al., 2008).  
Die Messwerte der aktivierten PSZ, die mit den D-Vitaminen behandelt wurden, unterscheiden 
sich, unabhängig vom eingesetzten Vitamin D-Präparat, nicht signifikant von denen der 
Kontrolle.  
Zwar bleibt die Expression von Col1A1 durch den Einsatz der D-Vitamine unbeeinflusst, 
jedoch kann zumindest die Expression des profibrotischen Zytokins IL-6 gehemmt werden. 
Neben der oben beschriebenen Hemmung der Aktivierung noch ruhender PSZ könnte eine 
verminderte IL-6-Expression die Aktivität von Entzündungszellen hemmen, die ihrerseits so 
weniger profibrotische Mediatoren freisetzen könnten.    
Ein weiterer, die Fibrose fördernder, Faktor ist das Transforming growth factor-β1 (TGF-β1)-
Protein. Dieser Wachstumsfaktor entfaltet seine Wirkung nach Rezeptorbindung über die 
Phosphorylierung von SMAD-Proteinen, die anschließend als Transkriptionsfaktoren 
profibrotisch wirken können (Penn et al., 2012).  
Jedes eingesetzte D-Vitamin hemmt tendenziell die Expression von TGF-β1 in aktivierten PSZ. 
Die gemessenen Unterschiede liegen im Vergleich zu einer Kontrollpopulation jedoch 
unterhalb des Signifikanzniveaus.  
Auch die Matrix Metalloproteinase-2 (MMP2) steht im Zusammenhang mit Prozessen der 
Fibrose. Tveitaras et al. stellten 2015 in Mausmodellen dar, dass MMP2-Knockout-Mäuse 
nach einer kompletten Obstruktion des Harnleiters keine Fibrose der Niere entwickelten, 
wohingegen Wildtyp-Mäuse einen hochgradigen bindegewebigen Umbau des Organs 
ausbildeten. 
Unter dem Einfluss der eingesetzten Vitamin D-Derivate sinken die MMP2-mRNA-Spiegel in 
den einzelnen Zellpopulationen zwar, die Unterschiede, im Vergleich zur 100%igen Kontrolle, 
sind mit 71% (Vitamin D2), 95% (Vitamin D3) und 75% (Calcipotriol) jedoch nicht signifikant.  
Auch die α-SMA-Expression in aktivierten PSZ unter D-Vitamin-Einfluss wurde mittels 
Echtzeit-PCR-Analysen ausgewertet. Auch hier ergaben sich im Vergleich zur Kontrolle keine 
signifikanten Unterschiede.   
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Diese Erkenntnisse decken sich mit den Ergebnissen der α-SMA-Analysen mittels 
Immunfluoreszenzfärbung. Die eingesetzten D-Vitamine scheinen auf die Ausbildung von α-
SMA-Fibrillen in bereits vollständig aktivierten PSZ, sowohl auf phänotypischer als auch auf 
molekularer Ebene, keine Effekte zu haben. 
Auch die Expression antifibrotischer Marker bleibt weitgehend unbeeinflusst. Einzig das 
profibrotisch wirkende IL-6 kann durch alle D-Vitamine signifikant gehemmt werden.  
Im Gegensatz dazu beobachteten Sherman et al., 2014 Effekte von Calcipotriol auf die 
Genexpression von Col1A1 und MMP2 in aktivierten PSZ. Dabei muss jedoch beachtet 
werden, dass in der zitierten Publikation die Genexpression von aktivierten Primärzellen an 
Tag 7 nach der Einsaat gemessen wurde. In dieser Arbeit werden PSZ als vollständig aktiviert 
bezeichnet, wenn sie nach 7-tägiger Anzucht abgeerntet, einmalig passagiert, erst dann mit 
den D-Vitaminen inkubiert und an Tag 4 nach der Passagierung ausgewertet werden. Die 
Kulturbedingungen könnten also die Genexpression der PSZ beeinflussen. Dies gilt es in 
Folgestudien zu untersuchen.  
 
5.1.7 Einfluss auf die IL-6 Konzentration im Kulturmedium 
Die Genexpression von IL-6 in aktivierten PSZ konnte durch die eingesetzten D-Vitamine 
signifikant gehemmt werden. Ob sich dieser Rückgang auf der mRNA-Ebene auch auf der 
Ebene der IL-6-Sekretion fortsetzt, wurde durch den Einsatz eines IL-6-spezifischen ELISAs 
getestet.  
Es konnte nachgewiesen werden, dass aktivierte PSZ unter dem Einfluss von Vitamin D2 und 
Vitamin D3 signifikant weniger IL-6 sezernierten als PSZ einer Kontrollpopulation. Auch unter 
dem Einfluss von Calcipotriol nahm die gemessene IL-6-Konzentration im Kulturmedium um 
19% ab. Dieser Unterschied ist verglichen mit einer Kontrolle nicht signifikant.  
So konnte gezeigt werden, dass nicht nur die IL-6-Expression auf Genebene durch die Vitamin 
D-Derivate gehemmt wird. Vielmehr wirkt sich diese verminderte Genexpression von IL-6 auch 
auf die Sekretion des Zytokins durch die aktivierten PSZ aus.   
 
5.1.8 Antifibrotische Effekte der D-Vitamine auf vollständig aktivierte PSZ 
In dieser Arbeit wurden PSZ als vollständig aktiviert bezeichnet, wenn sie nach konfluentem 
Wachstum einmalig passagiert worden waren. Die einmalig passagierten Zellen wiesen nach 
mikroskopischer Sichtung phänotypische Charakteristika aktivierter PSZ auf (4.1). Tab. 5.1 
zeigt zusammenfassend, dass viele charakteristische Aktivierungsparameter unabhängig von 
den jeweiligen D-Vitaminen sind. So können weder das Zellwachstum oder die Ausprägung 
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der α-SMA-Fasern noch die Expression profibrotischer Gene wie Col1a1, TGF-β1 oder MMP2 
durch den Einsatz der Vitamin D-Derivate gehemmt werden. Dass die D-Vitamine die PSZ 
beeinflussen, konnte durch eine signifikante Hemmung der Synthese des profibrotischen 
Zytokins IL-6 gezeigt werden. Dabei konnte sowohl die IL-6-Expression auf mRNA Ebene, als 
auch die IL-6-Sekretion, die mittels ELISA-Analyse gemessen wurde, durch die eingesetzten 
D-Vitamine vermindert werden. Dabei unterschieden sich die verwendeten D-Vitamine in ihrer 
Wirksamkeit nicht.  
Insgesamt muss jedoch angemerkt werden, dass die herausgestellten antifibrotischen Effekte 
der D-Vitamine auf aktivierte PSZ deutlich geringer waren, als andere Publikationen 
nahelegen. So arbeiteten Sherman et al., 2014 einen signifikanten Rückgang der mRNA-
Expression von EZM-Bestandteilen, verschiedenen Zyto- und Chemokinen sowie 
Wachstumsfaktoren unter Calcipotriol-Einfluss heraus. Bläuer et al., 2015 zeigten hemmende 
Effekte von Vitamin D3 auf das Zellwachstum von aktivierten PSZ schon in geringen 
Konzentrationen. Allerdings unterscheiden sich die Kulturbedingungen in beiden Publikationen 
von den in dieser Arbeit angewandten. Ob diese methodisch-technischen Unterschiede für die 
divergenten Ergebnisse verantwortlich sind, müssen Folgestudien zeigen.  
Der tendenziell antifibrotische Effekt der D-Vitamine in dieser Arbeit stimmt jedoch mit den 
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 Vitamin D2 Vitamin D3 Calcipotriol 
Zellwachstum = = = 
Seneszenz = = = 
Lipidtröpfchen = = = 
α-SMA1 = = = 
VDR ↑ ↑ ↑ 
Col1a1 = = = 
TGF-β1 = = = 
MMP2 = = = 
IL-62 ↓ ↓ ↓ / = 
↑ signifikante Erhöhung des Parameters   
↓ signifikante Abnahme des Parameters 
= keine Veränderungen (alle Angaben beziehen sich auf eine unbehandelte Kontrolle) 
 
Tab. 5.1: Antifibrotische Effekte der D-Vitamine auf vollständig aktivierte PSZ 
Dargestellt sind die Ergebnisse der BrdU-Proliferationsmessungen (4.3) in der Zeile Zellwachstum, der 
Seneszenz-Analysen (4.6), der Ölrotfärbungen (4.4) in der Zeile Lipidtröpfchen sowie der 
Genexpressionsanalysen (4.7) mittels RT-PCR zur Quantifizierung der Gene α-SMA, VDR, Col1a1, 
TGF-β1, MMP2 und IL-6.  Eine Verifizierung der Ergebnisse erfolgte auch anhand 
1Immunfluoreszenzfärbungen (4.5) bzw. 2 ELISA-Analysen (4.9).  
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5.2 Vitamin D-Effekte auf frühe aktivierte PSZ 
5.2.1 Auswirkungen auf die Zellproliferation 
Die Einflüsse der D-Vitamine in unterschiedlichen Konzentrationen auf frisch eingesäte, und 
damit definitionsgemäß noch ruhende, nach zweitägiger Adhärenz jedoch frühe aktivierte, 
PSZ, wurden, analog zur Proliferationsmessung vollständig aktivierter PSZ, mittels BrdU-
Einbautest analysiert. 
Apte et al. erkannten schon 1998, dass frisch eingesäte PSZ nach Isolation mit einer 
Verdopplungszeit von 96 Stunden sehr langsam proliferieren. Im Jahre 2012 arbeiteten Apte 
et al. weiterführend heraus, dass das Zellwachstum von PSZ vom Aktivierungszustand der 
Zellen abhängig ist. Während ruhende PSZ sehr langsam wachsen, proliferieren aktivierte 
PSZ deutlich stärker.  
Wann PSZ durch den Kontakt mit Plastik und dem Kulturmedium aktiviert werden, differiert in 
verschiedenen Publikationen. Während Apte et al., 2012 schon 48 Stunden nach Einsaat 
einen Anstieg von Aktivierungsmarkern (1.1.3.3) in PSZ und damit deren Aktivierung 
beschrieben, stellten Omary et al., 2007 eine vollständige Aktivierung erst nach 7 Tagen fest. 
Demnach ist anzunehmen, dass schon nach zweitägiger Kultivierung  die Aktivierung der PSZ 
beginnt und diese nach etwa einer Woche abgeschlossen ist. Dies würde auch mit einer 
erhöhten Proliferationsaktivität, der in dieser Arbeit als frühe aktivierte PSZ bezeichneten 
Zellen, einhergehen. 
Nach 96-stündiger Kultivierung und 72-stündiger Inkubation der PSZ mit den D-Vitaminen in 
verschiedenen Konzentrationen konnten in den eigenen Untersuchungen keine signifikanten 
Unterschiede im Zellwachstum im Vergleich zu einer Kontrollpopulation herausgestellt werden.  
Somit ist konzentrationsunabhängig keines der getesteten D-Vitamine in der Lage, das 
Wachstum der Zellen in der Frühphase der Aktivierung zu hemmen. Diese Erkenntnisse 
decken sich mit der Analyse der Vitamin D-Effekte auf das Zellwachstum definitiv aktivierter 
PSZ. Auch hier ist die proliferative Aktivität der PSZ unabhängig von den D-Vitaminen.  
 
5.2.2 Einfluss auf die Ausbildung von Lipidtröpfchen 
Eine starke Ausprägung Vitamin A-speichernder Lipidtröpfchen ist ein Charakteristikum 
ruhender PSZ. Eine Visualisierung dieser Lipidtröpfchen wurde mittels Ölrotfärbung 
durchgeführt. Die anschließende Quantifizierung der Ausprägung der Lipidtröpfchen in den 
entsprechenden Präparaten erfolgte mithilfe eines Scoring-Systems (Tab. 3.3) durch zwei 
unabhängige Beobachter.  
Unter den Einflüssen der eingesetzten D-Vitamine konnte die Ausprägung der Lipidtröpfchen 
innerhalb der PSZ signifikant erhöht werden. So wurden die PSZ unter Vitamin D2-Einfluss mit 
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einem Score von 2,1, die mit Vitamin D3- bzw. Calcipotriol-inkubierten PSZ mit einem Wert 
von je 2 bewertet. Die Ausprägung der Lipidtröpfchen in PSZ einer Kontrollpopulationen 
erreichte einen Wert von 1,5.  
Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass die Aktivierung der PSZ, hier durch den Rückgang 
der Lipidtröpfchen in den PSZ untersucht, schon recht früh beginnt (Apte et al., 2012). Zum 
anderen kann dieser Aktivierungsprozess durch jedes der untersuchten Vitamin D-Derivate 
gehemmt werden. Diese Hemmung oder Verzögerung der PSZ-Aktivierung durch eine 
Persistenz der Lipidtröpfchen in den PSZ konnte so zum ersten Mal gezeigt werden. Sherman 
et al., 2014 stellten zwar hemmende Effekte von Calcipotriol auf unterschiedlichen Ebenen der 
PSZ-Aktivierung heraus, die Auswirkungen auf die Ausprägung von Lipidtröpfchen wurden 
allerdings nicht untersucht.  
 
5.2.3 Effekte auf die Ausprägung von α-SMA-Fasern 
Ein weiterer Aktivierungsmarker von PSZ ist die vermehrte Ausbildung von α-SMA-Fasern. 
Dass Calcipotriol die Ausprägung solcher Fasern in PSZ hemmen kann, zeigten Sherman et 
al., 2014. Hierbei induzierten sie durch Cerulein eine akute Pankreatitis in Mäusen und 
analysierten die Genexpression der PSZ 12 Wochen post injectionem. PSZ, die neben 
Cerulein auch mit Calcipotriol inkubiert worden waren, exprimierten dabei signifikant weniger 
ACTA 2 als PSZ der Kontrollpopulation. ACTA 2 kodiert das α-SMA-Protein.  
Um diese Erkenntnisse auf molekularer Ebene phänotypisch zu verifizieren, wurden 
Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt. Die Färbungen wurden, analog der α-SMA-
Analysen aktivierter PSZ, anhand eines Scoring-Systems (Tab. 3.4) von zwei unabhängigen 
Beobachtern ausgewertet.  
Alle untersuchten D-Vitamine hemmten die Ausprägung der α-SMA-Fasern signifikant. 
Während eine Kontrolle mit einem Wert von 2,5 bewertet wurde, erreichten die mit Vitamin D2, 
Vitamin D3 und Calcipotriol behandelten PSZ lediglich Werte von 1,6, 1,4 und 1,2.  
Diese Ergebnisse sind mit denen der Analyse der Ausprägung der Lipidtröpfchen in Einklang 
zu bringen, sprechen doch beide Beobachtungen für eine Verzögerung der Aktivierung von 
PSZ und damit für eine Persistenz des ruhenden Phänotyps.  
 
5.2.4 Auswirkungen auf ausgewählte Proteine 
Um die Effekte der D-Vitamine auf ausgewählte Proteine zu erfassen, wurden Western Blot-
Analysen durchgeführt. Im Fokus der Protein-Analysen standen α-SMA und ERK 1/2 bzw. P-
ERK 1/2 als Repräsentanten des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs.  
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Konnten hemmende Effekte der D-Vitamine auf die Ausprägung der α-SMA-Fibrillen mittels 
Immunfluoreszenzfärbungen (5.2.3) gezeigt werden, so würde ein Rückgang der α-SMA-
Expression auf Proteinebene die Ergebnisse der Immunfluoreszenzmessungen verifizieren. 
Demnach passen die Ergebnisse der Western Blot-Untersuchungen zu denen der 
Immunfluoreszenzanalysen. So konnte unter den Einflüssen von Vitamin D2, D3 und 
Calcipotriol ein Rückgang der α-SMA-Expression auf 37%, 32% und 39% verglichen mit einer 
als 100% angesehenen Kontrolle beobachtet werden. Diese Unterschiede sind verglichen mit 
einer Kontrollpopulation statistisch signifikant.  
Über den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg werden verschiedene Signale, die über einen 
Rezeptor an der Zelloberfläche aufgenommen werden, auf Transkriptionsfaktoren übertragen, 
die die Expression verschiedener Gene regulieren. Dabei stehen vor allem Gene im 
Vordergrund, die für die Apoptose und die Proliferationsaktivität der Zelle verantwortlich sind. 
Eine Fehlregulation dieses Signalwegs kann in vielen Tumoren nachgewiesen werden 
(McCubrey et al., 2007). Die Phosphorylierung von ERK 1/2 zu P-ERK 1/2 durch MEK 1/2 
sorgt für eine Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits proliferativ und 
die Apoptose hemmend wirken (ebd.). In PSZ spielt die Aktivierung des ERK-Signalwegs eine 
Schlüsselrolle in der Regulation des Zellwachstums (Jaster et al., 2002). 
Die Analyse der P-ERK/ERK-Ratio unter Vitamin D-Einfluss zeigte, dass die Phosphorylierung 
Vitamin D-unabhängig ist. Der ERK-Signalweg ist demzufolge offenbar nicht an der 
Vermittlung antiproliferativer Effekte von D-Vitaminen beteiligt. Alle D-Vitamine erhöhen die P-
ERK/ERK-Ratio tendenziell sogar, wobei alle Unterschiede im Vergleich zu einer mitgeführten 
Kontrolle nicht signifikant waren.  
 
5.2.5 Antifibrotische Effekte der D-Vitamine auf ruhende PSZ 
Ruhende PSZ unterscheiden sich sowohl mikroskopisch (4.1) als auch molekular (1.1.3.2 und 
1.1.3.3) von aktivierten PSZ. Unter dem Einfluss des Kulturmediums und durch den Kontakt 
mit Plastik werden die PSZ schon nach 48 Stunden aktiviert (Apte et al., 2012), sodass sie 
danach als frühe aktivierte PSZ bezeichnet werden können. Dass dieser Aktivierung durch D-
Vitamine vorgebeugt werden kann, konnte in dieser Arbeit sowohl auf der Ebene der 
Ausprägung der Lipidtröpfchen als auch auf der der α-SMA-Fasern gezeigt werden. So 
bildeten die PSZ unter dem Einsatz der D-Vitamine vermehrt Lipidtröpfchen als Charakteristika 
eines ruhenden Phänotyps aus. Weiterhin konnte die Ausprägung der α-SMA-Fasern, die für 
aktivierte PSZ typisch sind, gehemmt werden. Dabei konnte kein Unterschied in der 
Wirksamkeit der einzelnen D-Vitamine untereinander herausgearbeitet werden.  
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Aktivierung von PSZ in der Frühphase durch 
den Einsatz von D-Vitaminen entgegengewirkt werden kann. So wird verhindert, dass 
aktivierte PSZ ihre mannigfaltigen profibrotischen Effekte (1.1.3.3) ausüben.  
 
 Vitamin D2 Vitamin D3 Calcipotriol 
Zellwachstum = = = 
Lipidtröpfchen ↑ ↑ ↑ 
α-SMA1 ↓ ↓ ↓ 
P-ERK/ERK = = = 
↑ signifikante Erhöhung des Parameters   
↓ signifikante Abnahme des Parameters 
= keine Veränderungen (alle Angaben beziehen sich auf eine unbehandelte Kontrolle) 
 
Tab. 5.2: Antifibrotische Effekte der D-Vitamine auf frühe aktivierte PSZ 
Dargestellt sind die Ergebnisse der BrdU-Proliferationsmessungen (4.3) in der Zeile Zellwachstum, der 
Ölrotfärbungen (4.4) in der Zeile Lipidtröpfchen sowie der Immunfluoreszenzfärbungen (4.5) der α-SMA-
Fasern und Protein Analysen (4.8) in der Zeile P-ERK/ERK.  1 Eine Verifizierung der Ergebnisse erfolgte 
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5.3 Integrative Betrachtung und Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen die Effekte von Vitamin D2, Vitamin D3 und Calcipotriol 
auf vollständig aktivierte und frühe aktivierte PSZ in vitro vergleichend dar. Außerdem sollte 
ein systematischer Vergleich der Wirksamkeit der D-Vitamine untereinander durchgeführt 
werden.  
Während die Auswirkungen der D-Vitamine auf aktivierte PSZ gering waren, konnte einer 
Aktivierung der PSZ in der Frühphase entgegengewirkt werden. So legen die Erkenntnisse 
dieser Arbeit nahe, dass die Effekte der Vitamin D-Präparate vom Aktivierungszustand der 
PSZ abhängig sind. Dabei unterschieden sich die eingesetzten D-Vitamine in ihrer 
Wirksamkeit nicht.  
Sowohl das PK als auch die CP sind Krankheiten, die mit einer massiven Fibrose einhergehen. 
Da diese Erkrankungen in der Frühphase meist asymptomatisch verlaufen und so oft erst in 
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden, kann bei Diagnose der Erkrankungen von 
einer fortgeschrittenen Pankreasfibrose ausgegangen werden. Dieser bindegewebige 
Organumbau wird primär von PSZ unterhalten, die durch verschiedene Mechanismen aktiviert 
wurden (1.1.3.3 und 1.1.3.4). Der Einsatz von D-Vitaminen würde, so suggerieren die 
Ergebnisse dieser Arbeit, in dieser Phase der Erkrankung, in der der Großteil der PSZ schon 
aktiviert ist, keinen Einfluss auf den Aktivierungszustand der PSZ haben. Die aktivierten PSZ 
würden auch unter den Einflüssen der D-Vitamine weiterhin profibrotisch wirken und eine 
Progedienz der Fibrose fördern. Allerdings könnte die verminderte IL-6-Sekretion der PSZ, die 
durch die D-Vitamine hervorgerufen wird, dafür sorgen, dass noch ruhende PSZ nicht aktiviert 
werden. So zeigten aktuelle Studien, dass IL-6 ruhende PSZ aktivieren kann (Aoki et al., 2006). 
In der Hemmung der Rekrutierung noch ruhender PSZ könnte ein Ansatz von D-Vitaminen 
beim PK und der CP liegen. Zum anderen würden die Vitamin D-Derivate ihre Wirkung auf 
PSZ in der Frühphase der Aktivierung entfalten, so deren Aktivierungsprozess aufhalten und 
damit einer Progredienz der Pankreasfibrose entgegenwirken können. Grundlage dafür wäre, 
dass noch nicht vollständig aktivierte PSZ vorliegen.  
Die Effekte der D-Vitamine auf frühe aktivierte PSZ legen darüber hinaus nahe, über eine 
prophylaktische Vitamin D-Substitution bei Patienten mit Risikofaktoren (1.1.1.2 und 1.1.2.2) 
für das PK bzw. die CP nachzudenken, um so einer Organfibrose bei Krankheitsmanifestation 
in der Frühphase entgegenzuwirken.   
Die beobachteten Effekte müssten in Tiermodellen nachvollzogen werden, bevor in klinischen 
Studien eine Wirksamkeit der D-Vitamine bei Patienten mit PK oder CP zu beweisen wäre. Ein 
Vorteil der D-Vitamine ist hierbei sicherlich, dass Vitamin D-Präparate schon bei 
Mangelzuständen und Osteoporose eingesetzt werden. Außerdem gelten D-Vitamine als 
nebenwirkungsarm.  




Die chronische Pankreatitis und das Pankreaskarzinom sind Erkrankungen des exokrinen 
Pankreas, die mit einem fibrotischen Umbau des Pankreas einhergehen. Obwohl die 
Pathophysiologie beider Krankheiten differiert, spielen PSZ eine herausragende Rolle in der 
Ausbildung der Fibrose des Pankreas beider Erkrankungen. PSZ sind im gesunden Pankreas 
an der Regulation des EZM-turnovers beteiligt und werden im Zuge pathologischer Einflüsse 
kurzfristig aktiviert, um Wundheilungsprozesse im Pankreas einzuleiten. Beim PK und der CP 
werden kontinuierlich Stimuli freigesetzt, die die PSZ aktivieren. Diese chronische Aktivierung 
der PSZ führt zu einer Transformation zu Myofibroblasten-ähnlichen Zellen, die 
charakteristische Aktivierungsmarker ausbilden und vermehrt EZM synthetisieren, was eine 
Vermehrung des Stromas des Pankreas zur Folge hat. Darüber hinaus können PSZ über 
verschiedene Mechanismen mit Tumorzellen interagieren und deren Proliferation fördern. 
Dementsprechend ist das Stroma, in dem sich die PSZ befinden und dessen Menge aufgrund 
der vermehrten EZM-Produktion durch PSZ zunimmt, als Target zur Behandlung des PK in 
den Mittelpunkt verschiedener Studien gerückt. Wurde zunächst davon ausgegangen, dass 
eine Stromadepletion ein sinnvoller Ansatz ist, um die Tumorprogression zu hemmen, so 
konnten aktuelle Studien auch ein vermehrtes Wachstum des Tumors nach einer 
Stromadepletion zeigen. Neueste Studien stellen eine Modulation des Stromas als 
Therapieoption vor, um das Anfluten von Chemotherapeutika zu erhöhen, das 
Tumorwachstum zu hemmen und das Langzeitüberleben von PK-Patienten signifikant zu 
erhöhen. Zur Umsetzung dieser Stromamodulation beim PK sind momentan jedoch noch keine 
Präparate zugelassen.  
Vitamin D gehört zu den fettlöslichen Vitaminen und erlangte in jüngerer Vergangenheit immer 
mehr Aufmerksamkeit aufgrund der weiten Verbreitung von Mangelzuständen in der 
Bevölkerung. Während Vitamin D2 und Vitamin D3 in die Regulation des Kalziumhaushalts 
eingreifen, bleibt dieser vom Vitamin D-Analogon Calcipotriol unbeeinflusst. Neueste Studien 
wiesen den VDR auch in PSZ nach, was Untersuchungen von Einflüssen von Vitamin D-
Derivaten auf PSZ nahelegte. Daher war es Ziel dieser Arbeit, die Einflüsse von Vitamin D2, 
Vitamin D3 und Calcipotriol auf PSZ darzustellen.  
Als Untersuchungsmodell dienten PSZ, die aus gesunden Mäusen gewonnen wurden. Alle 
Experimente wurden mit Primärzellen durchgeführt, die entweder für einige Tage nach der 
Einsaat mit den D-Vitaminen inkubiert wurden oder bis zur Konfluenz wuchsen, anschließend 
passagiert und nach Adhärenz der Zellen mit den Vitamin D-Derivaten behandelt wurden. Je 
nach Versuchsansatz wurden so frühe aktivierte von vollständig aktivierten PSZ 
unterschieden. Untersucht wurden die Einflüsse der D-Vitamine auf das Zellwachstum mittels 
BrdU-Assays, die Ausprägung von Lipidtröpfchen mit Hilfe von Ölrotfärbungen und die 
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Ausbildung von α-SMA-Fasern anhand von Immunfluoreszenzanalysen. Weiterhin wurden zur 
Untersuchung der Vitamin D-Effekte auf frühe aktivierte PSZ Proteinanalysen von α-SMA und 
P-ERK/ERK durchgeführt. Zur Analyse der Effekte der D-Vitamine auf die Seneszenz 
aktivierter PSZ wurden zusätzlich β-Galactosidase-Färbungen realisiert. Auch 
Untersuchungen zur Expression ausgewählter Gene mittels Echtzeit-PCR und die Messung 
von IL-6 im Zellüberstand anhand eines IL-6-spezifischen ELISAs wurden mit vollständig 
aktivierten PSZ vollzogen.  
Die Vitamin D-Derivate hemmten die IL-6-Expression aktivierter PSZ statistisch signifikant. 
Dieser Rückgang der IL-6-Expression konnte anhand einer IL-6-spezifischen ELISA-Analyse 
verifiziert werden. So nahm auch die IL-6-Konzentration im Zellüberstand vollständig 
aktivierter PSZ unter Vitamin D-Einfluss ab. Effekte der D-Vitamine auf andere untersuchte 
molekulare und biologische Eigenschaften vollständig aktivierter PSZ konnten nicht 
herausgearbeitet werden. 
Frühe aktivierte PSZ wurden durch die eingesetzten D-Vitamine nachhaltiger beeinflusst. So 
nahm die Ausprägung von Lipidtröpfchen in PSZ, die mit den Vitamin D-Präparaten behandelt 
wurden, signifikant zu. Passend dazu konnte die Ausbildung von α-SMA-Fasern in den PSZ 
durch die D-Vitamine gehemmt werden. Auch auf Proteinebene konnte ein Rückgang der α-
SMA-Expression unter D-Vitamin-Behandlung beobachtet werden.  
So konnte im Zuge dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Effekte der D-Vitamine vom 
Aktivierungszustand der PSZ abhängig sind. Dabei unterscheiden sich die D-Vitamine in ihrer 
Wirksamkeit untereinander nicht. 
Die Ergebnisse an PSZ in der Frühphase der Aktivierung sprechen für eine Verzögerung der 
Aktivierung durch den Einsatz der D-Vitamine. Sowohl die vermehrte Ausprägung von 
Lipidtröpfchen als auch die verminderte Expression von α-SMA-Fibrillen sind Charakteristika 
ruhender PSZ. Demgegenüber sind die D-Vitamine, den Ergebnissen dieser Arbeit folgend, 
nicht imstande, bereits vollständig aktivierte PSZ in einen ruhenden Zustand zurückzuführen. 
Allerdings sollte die verminderte IL-6-Expression durch den Einsatz der D-Vitamine nicht außer 
Acht gelassen werden. IL-6 gilt als Zytokin, das für die Aktivierung von PSZ mitverantwortlich 
ist. Eine Verminderung der Sekretion dieses Zytokins durch die Vitamin D-Derivate könnte 
eine Hemmung der Aktivierung noch ruhender PSZ herbeiführen und so schlussendlich 
antifibrotisch wirken. 
Insgesamt lassen sich die Ergebnisse dieser Arbeit mit aktuellen Publikationen in Einklang 
bringen. Zwar sind die in dieser Dissertation herausgestellten Effekte auf aktivierte PSZ 
schwächer als in anderen Arbeiten, gleichen sich jedoch tendenziell. Eine Modulation des 
Tumorstromas durch D-Vitamine, die von anderen Forschungsgruppen für möglich erachtet 
wird und vor allem die Ansprechrate auf eine Chemotherapie erhöhen soll, wurde in dieser 
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Arbeit nicht direkt untersucht. Inwieweit der Rückgang der Expression des Zytokins IL-6 in 
vollständig aktivierten PSZ unter dem Einfluss der D-Vitamine die Tumorzellen und das Stroma 








1. Das Pankreaskarzinom (PK) und die chronische Pankreatitis (CP) sind Krankheiten, die 
mit einer Fibrose des Pankreas einhergehen. Die Fibrose fördert die Progression der 
Erkrankungen. 
2. Pankreatische Sternzellen (PSZ) sind die Hauptakteure der Fibrogenese des Pankreas 
beim PK und der CP.  
3. PSZ werden über verschiedene Mediatoren dauerhaft stimuliert und aktiviert. Erst nach 
Aktivierung entfalten die PSZ ihr profibrotisches Potential. 
4. Das Ausmaß der Vitamin D-Effekte auf PSZ ist von deren Aktivierungszustand abhängig.  
5. D-Vitamine erhöhen die Ausprägung von Lipidtröpfchen in ruhenden PSZ, hemmen so 
deren Aktivierung und wirken dadurch antifibrotisch.  
6. Die Ausbildung von α-SMA-Fasern in ruhenden PSZ wird durch die D-Vitamine gehemmt. 
Die Vitamin D-Derivate wirken so einer Aktivierung ruhender PSZ, die profibrotische 
Mediatoren sezernieren, entgegen.  
7. Die eingesetzten Vitamin-Präparate Vitamin D2, Vitamin D3 und Calcipotriol 
unterscheiden sich in ihrer Wirksamkeit auf PSZ untereinander nicht. 
8. Eine Rückführung aktivierter PSZ in einen ruhenden Zustand ist durch den Einsatz der D-
Vitamine nicht möglich.   
9. Vitamin D-Derivate haben keinen Einfluss auf die Ausprägung wichtiger 
Aktivierungsmarker (Lipidtröpfchen und α-SMA-Fasern) in bereits aktivierten PSZ. 
10. D-Vitamine wirken über eine Hemmung der IL-6-Sekretion und –Expression auch auf 
aktivierte PSZ antifibrotisch.  
11. Das Zellwachstum der PSZ wird, unabhängig vom Aktivierungszustand der Zellen, von 
den D-Vitaminen nicht beeinflusst.  
12. Die Vitamin D-Effekte auf PSZ sollten am Tiermodell in vivo verifiziert werden.  
13. Der Einsatz von D-Vitaminen im Sinne einer Stromamodulation beim PK sollte in 
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